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RESUMEN 
El consumo de plantas aromáticas y medicinales va en aumento en todo el mundo. A pesar 
de este incremento en la demanda, la explotación de estos recursos continúa siendo por 
recolección directa del medio silvestre en los países en desarrollo, entre ellos Argentina, lo 
que está causando una importante pérdida de la diversidad genética y la consecuente 
destrucción del hábitat. Para evitar el avance de este proceso, sería importante cambiar el 
modelo extractivo por un paradigma de producción. Para ello se requiere un trabajo 
multidisciplinario que abarca técnicos, extensionistas y el apoyo de las instituciones 
públicas. 
Una de las especies que se encuentra en esta situación es Lippia integrifolia (Gris.) Hier. 
(Verbenaceae), conocida vulgarmente como “incayuyo”, especie nativa de gran importancia 
comercial e industrial por sus propiedades digestivas y antioxidantes, muy utilizada como 
medicinal en la herboristería argentina y, en forma industrial, en la preparación de amargos 
y yerbas compuestas. A pesar de su importancia en la industria, no se han encontrado 
reportes en cuanto al cultivo y al mejoramiento de esta especie. 
Con la aplicación de herramientas biotecnológicas sería posible generar y transferir a los 
colectores/productores, materiales genéticamente mejorados, a partir de las oportunidades 
que brindan la combinación de técnicas de cultivo in vitro de tejidos con la 
autopoliploidización, lo cual ha traído mejoras en la producción de metabolitos secundarios. 
Para el presente trabajo se ha propuesto obtener materiales mejorados e identificados de 
L. integrifolia a través del desarrollo de autoploides sintéticos originados por medio de 
biotécnicas, bajo la hipótesis de que el incremento del nivel de ploidía provocará 
modificaciones en la producción de metabolitos secundarios. 
Con estos fines, se logró propagar en condiciones in vitro a L. integrifolia, a través del 
desarrollo de meristemas axilares y de brotes de novo a partir de callos organogénicos. Las 
plantas regeneradas pudieron ser llevadas a las inmediaciones de su hábitat natural para 
su evaluación en condiciones naturales, concluyendo con éxito el ciclo de cultivo de tejidos. 
En una segunda etapa se estableció un protocolo de poliploidización in vitro, a partir del 
cual se desarrollaron autotetraploides que mostraron diferencias significativas en el tamaño 
de hojas, inflorescencias, tricomas, estomas y granos de polen respecto a los diploides, 
entre ellos la planta madre.  
El rendimiento de aceites esenciales obtenido de los tetraploides fue significativamente 
mayor al de los diploides, y si bien la composición cualitativa de los aceites de todos los 
individuos recuperados in vitro y de la planta madre fue la misma, se encontraron 
variaciones en las proporciones de diversos compuestos monoterpénicos oxigenados y no 
oxigenados, tanto en los diploides como en los tetraploides con respecto a las proporciones 
en la madre. Las relaciones entre los sesquiterpenos, por su parte, no manifestaron grandes 
cambios.  
Dado que el cultivo de tejidos puede inducir variaciones genéticas y fenotípicas, y al 
encontrarse variantes fenotípicas en el número de hojas por nudo y en la composición 
química en plantas ex vitro, independientemente a su nivel de ploidía, se estudió la 
variabilidad genética de los materiales ex vitro diploides y tetraploides y de la planta madre 
mediante el uso de ISSR como a marcadores moleculares, detectándose polimorfismos con 
todos los iniciadores ensayados en todas las plantas ex vitro en relación a la madre. 
Asimismo, los tetraploides mostraron polimorfismos con respecto a los diploides.  
A partir de los materiales obtenidos y debido a las diferencias fenotípicas, los rendimientos 
de aceite esencial y las diferencias cuantitativas en la composición química de los individuos 
tetraploides, se logró desarrollar una nueva variedad de incayuyo, presentada ante el 
INASE como TAWA-INTA. 
  
ABREVIACIONES 
PAM: Plantas Aromático-Medicinales 
MS: Murashige-Skoog Medium 
WPM: Woody Plant Medium  
BAP: Bencilaminopurina 
IBA: Ácido Indol Butírico 
TDZ: Thidizuron 
KIN: Kinetina 
AIA: Ácido Indol Acético 
COLCH: Colchicina 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
GC-MS: Cromatografía de gases acoplada a espectometría de masa 
HPLC: Cromatografía líquida de alta eficacia 
TLC: Cromatografía en placa delgada  
PCR: Reacción en cadena de la Polimerasa 
ISSR: Microsatélites Anclados 
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1. INTRODUCCIÓN  
Nuestro país posee una elevada riqueza de especies nativas que incluyen aromáticas, 
medicinales, siendo muchas de ellas endémicas (www.lista-planear.org y Zuloaga y 
Morrone, 1999). Existen más de 300 especies dentro de este grupo cuya recolección se 
realiza directamente del ambiente natural, y en general, en forma extractiva. Si bien estas 
especies se han recolectado para sus usos tradicionales, en las últimas décadas la presión 
sobre las poblaciones naturales se ha incrementado drásticamente debido a su demanda 
industrial, además de otros factores de origen antrópico como el turismo y la urbanización. 
Como en muchos otros casos, el régimen de recolección es de tipo extractiva (se descalza 
la planta entera), sumado a la falta de bancos de germoplasma y a la ausencia de 
programas de mejoramiento, ha llevado a la erosión de estos recursos. Ante esta coyuntura, 
si bien con una regulación adecuada y la aplicación de métodos de colecta sustentables 
estos recursos podrían protegerse, su domesticación e introducción al cultivo es la mejor 
alternativa (Cantero et al., 2010; Elechosa, 2009). 
Una de las especies bajo esta situación es Lippia integrifolia (Gris.) Hier. (Verbenáceas), 
conocida vulgarmente como incayuyo, es una especie nativa de importancia comercial e 
industrial. Actualmente es muy utilizada en herboristería, en la preparación de amargos 
serranos y yerbas compuestas, por lo que antes de que se vea amenazada o se genere el 
peligro de extinción por la sobreexplotación de este recurso, deberían tomarse acciones 
para evitar este destino. Esta tarea requiere de un trabajo multidisciplinario que involucra 
técnicos, extensionistas y el apoyo de las instituciones gubernamentales. 
Desde lo técnico, la biotecnología tiene interesantes alternativas que pueden ser aplicadas 
en función de salvaguardar nuestro acervo genético, como por ejemplo, el cultivo de tejidos 
in vitro de vegetales. Esta es una poderosa herramienta para la propagación, la 
domesticación y el pre-mejoramiento de especies de potencial económico, como lo son 
muchas especies aromático-medicinales. En los últimos años, se ha incrementado la 
importancia de su utilización en este grupo de plantas, debido a las ventajas que provee su 
aplicación (El Meskaoui, 2013). Es importante resaltar también que la combinación del 
cultivo in vitro de tejidos con la aplicación de agentes mutagénicos, amplifica 
significativamente la capacidad de generar variabilidad genética de esta técnica. Entre ellas, 
la poliploidización ha sido utilizado como herramienta en la domesticación de cultivos y para 
el desarrollo de nuevos cultivares y variedades, por ejemplo, la creación de cultivos con 
rasgos específicos, como grandes flores y frutas (Zeng et al., 2006; Escandón et al., 2007a), 
así como una forma de potenciar la producción de metabolitos secundarios en algunas 
especies medicinales. 
Por otra parte, el conocimiento de la diversidad genética de los materiales bajo estudio es 
una condición necesaria para mejorar la eficiencia de los programas de mejoramiento y 
conservación. Los marcadores moleculares basados en la técnica de PCR han demostrado 
ser herramientas poderosas para estimar la diversidad genética y su distribución en las 
poblaciones, establecer las distancias genéticas entre los individuos involucrados, realizar 
estudios de mapeo cromosómico, y definir patrones de identificación genética con fines de 
conservación y uso del recurso genético (Escandón et al., 2010).  
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Como se mencionó anteriormente, son muchos los recursos naturales que se encuentran 
en situación de riesgo, o bien comenzarán a estarlo si no se toman medidas al respecto, y 
sobre los cuales la utilización de biotécnicas, dada la perspectiva que brinda su aplicación, 
podría promover la sustentabilidad de los mismos.  
Esta tesis busca desarrollar germoplasma nativo de L. integrifolia, obteniendo materiales 
mejorados con una mayor capacidad de producción de metabolitos.  
Por otro lado, dado que no se han registrado referencias sobre el uso de la poliploidización 
in vitro como una estrategia de mejoramiento en estas especies, así como tampoco se han 
encontrado antecedentes sobre su tipificación por medio de marcadores moleculares 
basados en la amplificación de ADN, se espera que este trabajo aporte al conocimiento y 
aprovechamiento sustentable de nuestros recursos.  
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2. ANTECEDENTES  
LIPPIA INTEGRIFOLIA (Griseb.) Hieron  
Se tomó a L. integrifolia (Gris.) Hier., como especie aromática y medicinal de amplia 
importancia comercial para el desarrollo del objetivo propuesto.  
Nombres vulgares: “incayuyo”, “yerba del inca”, “ingahierba”, “poleo”, “pulco”, “té del inca”, 
“manzanilla del campo”. 
Es una especie aromática y medicinal de amplia importancia comercial e industrial, nativa, 
que pertenece al orden de las Tubiflorales, familia de las Verbenáceas.  
Familia Verbenáceas 
La familia de las Verbenáceas es de amplia distribución geográfica, principalmente en las 
regiones tropicales, subtropicales y templadas del hemisferio austral, menos numerosas en 
el hemisferio boreal. Comprende aproximadamente unos 100 géneros y 2000 especies. En 
la Argentina está representada por 26 géneros y 191 especies (Elechosa, 2009; Zuloaga y 
Morrone, 1999). 
Algunas especies tienen aplicación en la medicina popular, como las de los géneros 
Aloysia, Lippia (Berardi, 2010; Pascual et al., 2001); otras son importantes como 
ornamentales, como las de los géneros Glandularia, Lantana, Duranta; Clerodendrom 
(González Roca et al., 2015; Iannicelli et al., 2012), cultivándose diversas especies e 
híbridos en parques y jardines, aunque sus propiedades aromáticas medicinales no han 
sido estudiadas todavía. 
Hierbas, arbustos o árboles, menos comúnmente lianas, eglandulos o punteado-oleífero en 
tallos, pedúnculos, hojas, brácteas y flores. Hojas generalmente opuestas, a veces alternas 
o verticiladas, simples o compuestas, en este caso digitadas, enteras, dentadas, 
escamiformes, a veces espiniformes. Estípulas ausentes. Inflorescencias politélicas en 
racimos espiciformes simples o complejos formando pleiobotrios con distintos grados de 
ramificación, con o sin florescencia principal. Flores hermafroditas o por aborto unisexuales, 
zigomorfas o subactinomorfas, 4-5-meras. Cáliz tubuloso o campanulado, en general 
acrescente y persistente en el fruto. Corola hipocraterimorfa o infundibuliforme. Estambres 
4 ó 5 o por aborto reducidos a 2, generalmente didínamos, insertos sobre el tubo corolino; 
estaminodios presentes o nulos; Ovario súpero, 2 (menos comúnmente 4-5) o por aborto 
unicarpelar; carpelos 2-loculares o por falsos tabiques 4-10 loculares; óvulos 1-2 por lóculo, 
anátropos o semianátropos, Fruto seco o subcarnoso, monocarpelar o bicarpelar 
separándose a la madurez en 2-4 partes, cada una de ellas indehiscentes. 1-locular, 1-
seminada (Phyla, Acantholippia, Lampaya, Aloysia, Stachytarpheta, Bouchea) o 2-locular, 
2-seminada (Pitraea, Priva) o fruto drupáceo monocarpelar a 4-5 carpelar, con mesocarpo 
carnoso, subseco o jugoso, o delgado y endocarpo, en general, óseo con 2 a numerosos (-
4-5) lóculos y 2 a numerosas (-4-5) óvulos. Semillas con o sin albumen; embrión recto, 
radícula ínfera (Elechosa, 2009).  
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Género Lippia 
El género Lippia cuenta con numerosas especies empleadas en la medicina tradicional, 
indicadas para tratamientos respiratorios y gastrointestinales (Agra et al., 2007; Pascual et 
al., 2001).  
Comprende aproximadamente 100 especies de hierbas, arbustos y árboles pequeños, 
principalmente distribuidas por Sur y Centroamérica (Reis et al., 2014). De éstas, más de 
40 especies crecen en Bolivia, Paraguay y en la región que se extiende desde el sur de 
Brasil hasta Uruguay y el noroeste de Argentina (http://www.darwin.edu.ar / Proyectos / 
FloraArgentina / Especies). De ellas, 31 especies están citadas como nativas de este 
género (Zuloaga y Morrone, 1999), y 6 de ellas se encuentran indicadas para estos tipos 
de trastornos (Rondina et al., 2003).  
En general, el género parece presentar un perfil consistente en la composición química, 
actividades farmacológicas y usos populares. En la mayoría de los casos, las partes 
utilizadas son las hojas y/o las flores. Se preparan comúnmente como una infusión o 
decocción, y se administran por vía oral (Pascual et al., 2001). 
L. integrifolia (Griseb.) Hieron  
Distribución geográfica 
L. integrifolia habita en Bolivia, Chile, noroeste y centro de la Argentina: La Rioja, 
Catamarca, Salta, San Juan, San Luis, Jujuy, Tucumán y Córdoba. Crece desde el nivel del 
mar hasta los 1000 m.s.m., en cerros pedregosos y campos secos y áridos (Cabrera, 1993; 
Argentina (http://www.darwin.edu.ar / Proyectos / FloraArgentina / Especies) (Figura 1). 
Florece al principio y fin de verano. 
 
Figura 1. Mapa de distribución de Lippia integrifolia. Tomado de Denham et al. (2006). 
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Descripción botánica  
Arbusto aromático de 0,3-1 m de altura, de ramas subtetrágonas, estriadas, las jóvenes de 
corteza pardo-rojizas, exfoliables. Hojas opuestas, menos común ternadas, linear a 
angostamente oblongas, subobtusas en el ápice, subsésiles, enteras de 1-5 cm long. por 
1,5-3 (-7) mm lat., áspero-escabrosas en el haz, punteado-oleaginosas en el envés, con 
nervio central notable. Inflorescencias en cabezuelas axilares, 1 ó 2 por axila, subglobosas, 
de 4-5 mm de diámetro, brevemente pedunculadas. Brácteas imbricadas, rómbicas u 
ovadas, subcóncavas en la base, pubescentes y punteado-resinosas bajo la pubescencia, 
de 2-2,5 mm de longitud. Cáliz tubuloso, hendido en las dos caras, 2-fido en la fructificación; 
lóbulos oscuramente denticulados, hispídulos y ciliados, de 2,5 mm de longitud. Corola 
blanca a blanco-rosada, de unos 5 mm de longitud, cara adaxial 2-lobulada, lóbulos 
subtriangulares, cara abaxial 3-lobulada, con lóbulo medio mayor orbicular y los laterales 
subtriangulares. Estambres didínamos, los más largos con notables apéndices anterales 
cilíndricos, exertos, anteras globosas. Gineceo típico. Fruto pequeño, clusas recubiertas 
por la mitad del cáliz (Figura 2) (Cabrera, 1993). 
 
Figura 2. Lippia integrifolia (Griseb.) Hieron. A, rama con hojas enteras. B, rama con hojas enteras y 
dentadas. C, bráctea externa. D, bráctea interna. E, flor. F, anteras. [A, C-F, de Troncoso (1993: 50, 
fig. 1 9); B, de Slanis 311 (SI)]. Tomado de Denham et al. (2006).  
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La Figura 3 muestra a la especie en condiciones naturales, y la Figura 4 a un ejemplar 
recolectado en La Rioja (Dique de Olta), creciendo en condiciones de invernáculo.   
 
Figura 3. Lippia integrifolia, plantas y detalle de rama terminal. Tomado de Elechosa (2009). 
 
Figura 4. Detalle de la floración de un ejemplar de L. integrifolia recolectado en Dique de Olta por el 
grupo de Aromáticas del Instituto de Recursos Biológicos de INTA-CNIA, provincia de La Rioja, 
creciendo en un invernáculo del Instituto de Genética de INTA-CNIA. 
Usos de L. integrifolia 
El incayuyo se utiliza popular y tradicionalmente, preparado a partir de las partes aéreas 
(hojas y flores) en forma de infusiones o decocciones (extractos acuosos calientes), para el 
tratamiento de desórdenes o enfermedades del sistema gastrointestinal, principalmente 
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inflamación intestinal y dispepsias, y como digestiva (ayuda a los procesos lentos de 
digestión) (Alonso y Desmarchelier, 2006). En forma de infusión, se la utiliza además en 
mezclas con otras especies aromáticas. Asimismo, el incayuyo también ha sido 
documentado como diurético, emenagogo y para el tratamiento de la tos y resfríos (Rondina 
et al., 2003; Ratera y Ratera, 1980). 
En la Argentina, el incayuyo es utilizado en la preparación de amargos serranos y yerbas 
compuestas, por lo que se encuentra incluido en el “Código Alimentario Argentino” (2013). 
La Figura 5 muestra algunos de los productos comercializados de incayuyo. 
 
Figura 5. Productos comúnmente comercializados de incayuyo. De izquierda a derecha: hojas 
desecadas, té de mezcla de hierbas conteniendo incayuyo, bebida no alcohólica tipo amargo, y que 
contiene incayuyo como parte del “blend”, yerba compuesta (mezcla de hierbas) que incluye 
incayuyo. 
 
Evaluación de actividad biológica de L. integrifolia 
Desde el punto de vista funcional y biológico, el aceite esencial de L. integrifolia fue 
demostrado que ejerce actividad antifúngica, i.e. contra Aspergillus spp. (Bluma et al., 2008; 
Bluma y Etcheverry, 2008), pero mostró una actividad limitada contra dermatófitos 
(Muschietti et al., 2005). Asimismo, la actividad del aceite como antibacteriano y repelente 
moderadamente activo contra los mosquitos ha sido descripta por Gleiser et al., (2011) y 
Lima et al., (2011).  
Se ha informado además la actividad antioxidante de los aceites (Barbieri et al., 2015), 
aunque menor a la descripta para otra especie como L. turbinata, lo que se atribuyó a la 
diferencia dada por el menor contenido de monoterpenos en el aceite de L. integrifolia. 
Por el otro lado, la actividad biológica de los extractos acuosos de L. integrifolia también se 
han evaluado. Gorzalczany et al. (2008) reportaron actividad colerética y antiespasmódica 
en ratas a partir de la administración de extractos acuosos. Asimismo, se informó su 
actividad tripanocida in vitro en formas epimastigóticas de Trypanosoma cruzi (Sülsen et 
al., 2006). 
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En cuanto a la actividad antioxidante, se ha registrado una marcada actividad, incluso 
superior a la de otras especies como Aloysia gratissima var. gratissima, A. gratissima var. 
schulziana y A. polystachya (Ricco et al., 2010). Estos autores informaron también la 
ausencia de genotoxicidad de los extractos acuosos. 
Recientemente los efectos anti-inflamatorios en las células del estómago y propiedades 
antiadhesivas de los extractos de L. integrifolia contra el principal inductor bacteriano de 
gastritis Helicobacter pylori han sido demostrados (Marcial et al., 2014). 
 
  
Jesica Iannicelli - 2016 
 
9 
 
LAS PLANTAS AROMÁTICAS Y MEDICINALES (PAM) Y EL METABOLISMO 
SECUNDARIO  
Las plantas son una fuente casi ilimitada de metabolitos, algunos de los cuales son 
considerados como secundarios (metabolitos secundarios) los cuales se definen como 
todos los compuestos específicos (característicos de una especie) que no son sintetizados 
por las vías metabólicas del metabolismo primario, comunes a los grandes grupos de 
plantas. 
Las plantas aromático-medicinales (PAM) son recursos naturales capaces de sintetizar una 
gran variedad de metabolitos secundarios importantes, también conocidos en la industria 
como productos naturales. 
La vasta diversidad de estructuras químicas de estos compuestos, su empleo rutinario, 
aunque selectivo desde tiempos lejanos y el enorme potencial de utilización en 
prácticamente todas las actividades de los seres humanos hacen que el metabolismo 
secundario sea un área de enorme importancia para adquirir conocimiento a través de su 
estudio y para desarrollar oportunidades de negocios sostenibles mediante su explotación 
económica racional (Rocha, 2006). 
Los Metabolitos Secundarios  
El conjunto de reacciones químicas que tienen lugar en un organismo constituye el 
metabolismo. La mayor parte del carbono, del nitrógeno y de la energía termina en 
moléculas comunes a todas las células, necesarias para su funcionamiento y el de los 
organismos. Se trata de aminoácidos, nucleótidos, azúcares y lípidos, presentes en todas 
las plantas y que desempeñan las mismas funciones. Se denominan metabolitos primarios 
(Figura 6) (Garcia y Carril, 2009). 
 
Figura 6. Elementos básicos del metabolismo primario y en relación con el metabolismo secundario 
de plantas. Tomado de Garcia y Carril (2009). 
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Un aspecto metabólico que distingue el reino animal del vegetal es la capacidad de las 
plantas de producir sustancias no esenciales para su supervivencia (Restrepo et al., 2013). 
Las plantas destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de la energía a la 
síntesis de una amplia variedad de moléculas orgánicas que no parecen tener una función 
directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilación de nutrientes, transporte de 
solutos o síntesis de proteínas, carbohidratos o lípidos, y que se denominan metabolitos 
secundarios, también denominados productos secundarios o productos naturales (Figura 
7) (Garcia y Carril, 2009). La capacidad de síntesis de estos compuestos aporta una ventaja 
a la especie que las produce para responder a estímulos del entorno (Restrepo et al., 2013). 
Los metabolitos secundarios además de no presentar una función definida en los procesos 
mencionados, difieren también de los metabolitos primarios en que ciertos grupos 
presentan una distribución restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos 
secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en pequeñas 
cantidades, siendo sus niveles menos de 0,1 a 5% de la biomasa, y no de forma 
generalizada, estando a menudo su producción restringida a un determinado género de 
plantas, a una familia, o incluso a algunas especies. 
Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones ecológicas específicas 
como atrayentes o repelentes de animales. Muchos son pigmentos que proporcionan color 
a flores y frutos, jugando un papel esencial en la reproducción atrayendo a insectos 
polinizadores, o atrayendo a animales que van a utilizar los frutos como fuente de alimento, 
contribuyendo de esta forma a la dispersión de semillas. 
Otros compuestos tienen función protectora frente a predadores, actuando como 
repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o 
venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a 
diferentes patógenos, actuando como pesticidas naturales (Garcia y Carril, 2009). 
Croteau et al. (2000) señalan que los metabolitos primarios y secundarios no pueden ser 
fácilmente distinguidos a partir de sus moléculas precursoras, sus estructuras químicas, u 
sus orígenes biosintéticos. Por ejemplo, tanto el ácido kaurenoico y el ácido abiético se 
forman por una secuencia muy similar de reacciones enzimáticas relacionadas; el primero 
es un intermediario esencial en la síntesis de giberelinas, hormonas de crecimiento que se 
encuentran en todas las plantas, mientras que el segundo es un componente de una resina 
restringida a las familias de las Fabáceas y las Pináceas. Del mismo modo el aminoácido 
esencial prolina se clasifica como un metabolito primario, mientras que su análogo C6, el 
ácido pipecólico, se considera un alcaloide y por lo tanto un producto natural. Incluso la 
lignina, el polímero estructural esencial de la madera, y la celulosa, la sustancia orgánica 
más abundante en las plantas, se consideran productos naturales en lugar de metabolitos 
primarios. 
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Figura 7. Origen de algunos metabolitos secundarios (alcaloides, fenilpropanoides y terpenos) en el 
metabolismo primario. Tomado de Garcia y Carril (2009).  
 
 
Por otro lado, la distinción entre ambos tipos es difusa en ocasiones si tenemos en cuenta 
que la biosíntesis de muchos de ellos comparten numerosos intermediarios que derivan de 
las mismas rutas metabólicas. Por lo tanto, la diferenciación entre metabolitos primarios y 
secundarios puede no ser del todo adecuada (Garcia y Carril, 2009). 
Sobre la base de sus orígenes biosintéticos, los metabolitos secundarios se pueden dividir 
en tres grupos principales: los terpenoides, los alcaloides, y los fenilpropanoides y 
compuestos fenólicos (Croteau et al., 2000), cuyas rutas biosintéticas derivan del 
metabolismo primario del carbono (Figura 8).  
 
 
 
 
 
 
 
Jesica Iannicelli - 2016 
 
12 
 
 
Figura 8. Elementos del metabolismo del carbono en relación con las rutas de síntesis de metabolitos 
secundarios. Tomado de Garcia y Carril (2009). 
 
Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo más numeroso de metabolitos 
secundarios. La síntesis de estos compuestos da lugar tanto a metabolitos primarios como 
secundarios de gran importancia para el crecimiento y supervivencia de las plantas. Entre 
los metabolitos primarios se encuentran hormonas (giberelinas, ácido abscísico y 
citoquininas), carotenoides, clorofilas y plastoquinonas (fotosíntesis), ubiquinonas 
(respiración) y esteroles (de gran importancia en las estructura de membranas). Con 
respecto a los metabolitos secundarios, constituyen a los aceites esenciales y a las 
saponinas terpénicas y esteroideas (Garcia y Carril, 2009). 
Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la unión de unidades de isopreno (5 
átomos de C) (Figura 9). De esta forma, los terpenos se clasifican por el número de 
unidades de isopreno (C5) que contienen. 
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Figura 9. Síntesis de terpenos y su clasificación según las unidades de isopreno que contienen. 
Tomado de Garcia y Carril (2009). 
 
Los terpenos se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del ácido 
mevalónico, activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se condensan para 
formar ácido mevalónico que reacciona hasta formar isopentenil difosfato (IPP), o bien la 
ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en cloroplastos y genera también IPP 
(Figura 9).  
El isopentenil difosfato y su isómero dimetilalil difosfato (DMAPP) son los precursores 
activados en la biosíntesis de terpenos en reacciones de condensación catalizadas por 
prenil transferasas para dar lugar a prenil difosfatos como geranil difosfato (GPP), precursor 
de monoterpenos, farnesil difosfato (FPP) precursor de sesquiterpenos y geranilgeranil 
difosfato (GGPP) precursor de diterpenos (Figura 9) (Garcia y Carril, 2009). 
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Los terpenos no sólo son el mayor grupo de productos naturales de las plantas, con al 
menos 30,000 compuestos (Connolly y Hill, 1991), sino que también contienen el más 
amplio surtido de estructuras. 
Los terpenos de 10 C contienen dos unidades C5 y se llaman monoterpenos; los de 15 C 
tienen tres unidades de isopreno y se denominan sesquiterpenos; ambos son los principales 
componentes de las esencias.  
Los de 20 C tienen cuatro unidades C5 y son los diterpenos, entre ellos se encuentran las 
giberelinas y el fitol, un diterpeno de cadena abierta que forma parte de la estructura de las 
clorofilas.  
Los triterpenos tienen 30 C, en los que se listan los esteroides y esteroles derivados del 
escualeno, una molécula de cadena lineal de 30 C de la que derivan todos los triterpenos 
cíclicos. Los esteroides que contienen un grupo alcohol, y es el caso de casi todos los 
esteroides vegetales, se denominan esteroles. Los más abundantes en plantas son el 
estigmasterol y el sitosterol, que sólo difiere del estigmasterol en la ausencia del doble 
enlace entre C 22 y C 23. Entre los triterpenos se encuentran también algunos esteroides 
en forma de glicósidos. Estos glicósidos esteroideos conforman los cardenolípidos y las 
saponinas. 
Los tetraterpenos tienen 40 C y se habla de politerpenos cuando contienen más de 8 
unidades de isopreno. Entre ellos encuentran los carotenoides (tetraterpenos) y los 
hidrocarburos de alto peso molecular (politerpenos o poliisoprenoides) (Restrepo et al., 
2013). 
La riqueza de los terpenos se atribuye a una clase de enzimas conocidas como terpeno 
sintasas, las cuales convierten los prenil difosfatos acíclicos y el escualeno en una multitud 
de formas cíclicas y acíclicas. La principal causa de la diversidad de los terpenos es el gran 
número que existe de estas enzimas. Pero, además, más de la mitad de estas enzimas 
monoterpeno y sesquiterpeno sintasas tienen la particularidad de generar múltiples 
compuestos, adicionales a su producto principal (Degenhardt et al., 2009). 
 
 
Los compuestos fenólicos, polifenoles o fenilpropanoides reciben el nombre de y 
derivan todas ellas del fenol, un anillo aromático con un grupo hidroxilo. Son un grupo muy 
diverso que comprende desde moléculas sencillas como los ácidos fenólicos hasta 
polímeros complejos como los taninos y la lignina.  
Existen dos rutas básicas implicadas en la biosíntesis de compuestos fenólicos: la ruta del 
ácido siquímico y la ruta del ácido malónico (Figura 10). 
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Figura 10. Rutas de síntesis de compuestos fenólicos. Tomado de Garcia y Carril (2009). 
 
La ruta del ácido malónico constituye una fuente importante de fenoles en hongos y 
bacterias, pero es poco empleada en plantas superiores. 
La ruta del ácido siquímico es responsable de la biosíntesis de la mayoría de los 
compuestos fenólicos de plantas. A partir de eritrosa-4-P y de ácido fosfoenolpirúvico se 
inicia una secuencia de reacciones que conduce a la síntesis de ácido siquímico y, 
derivados de éste, aminoácidos aromáticos (fenilalanina, triptófano y tirosina). La mayoría 
de los compuestos fenólicos derivan de la fenilalanina. Esta ruta está presente en plantas, 
hongos y bacterias, pero no en animales.  
La enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la formación de ácido cinámico por 
eliminación de una molécula de amonio de la fenilalanina. Esta enzima está situada en un 
punto de ramificación entre el metabolismo primario y secundario por lo que la reacción que 
cataliza es una importante etapa reguladora en la formación de muchos compuestos 
fenólicos (Figura 11). Las reacciones posteriores a la catalizada por PAL son básicamente 
adiciones de más grupos hidroxilo y otros sustituyentes. Los ácidos trans-cinámico y p-
cumárico se metabolizan para formar ácido ferúlico y ácido caféico cuya principal función 
es ser precursores de otros derivados más complejos: cumarinas, lignina, taninos, 
flavonoides e isoflavonoides. 
Los ácidos cinámico y cumárico, así como sus derivados, son compuestos fenólicos simples 
llamados fenilpropanoides por contener un anillo de benceno (C6) y una cadena lateral de 
tres carbonos. 
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Entre los compuestos fenólicos también se encuentran los flavonoides. Su esqueleto 
carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aromáticos unidos por un puente 
de tres carbonos. Se clasifican en función del grado de oxidación del puente de tres 
carbonos, siendo los principales antocianinas, flavonas, flavonoles e isoflavonas (Garcia y 
Carril, 2009). 
 
Figura 11. Ruta del ácido siquímico: desaminación de fenilalanina y formación de ácidos cinámico y 
cumárico, precursores de lignina, flavonas, isoflavonas y flavonoides. Tomado de Garcia y Carril 
(2009). 
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LOS ACEITES ESENCIALES 
Son las fracciones líquidas volátiles, generalmente destilables por arrastre con vapor de 
agua, que contienen las sustancias responsables del aroma de las plantas y que son 
importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos 
(condimentos y saborizantes) y farmacéutica (saborizantes) (Restrepo et al., 2013). 
También como una forma de generalizar al máximo este término como una parte del 
metabolismo de un vegetal, compuesto generalmente por terpenos, que están asociados o 
no a otros componentes, la mayoría de ellos volátiles, y generan en conjunto el olor de dicho 
vegetal (Bandoni, 2003). 
Habitualmente también se denominan “esencias”, si bien esta denominación es mucho más 
amplia, ya que engloba los aceites esenciales y otras sustancias obtenidas por métodos 
extractivos diversos. 
Características y distribución de los aceites esenciales 
Son generalmente líquidos a temperatura ambiente, aunque algunos se solidifican a 
temperatura ambiente. La mayoría son prácticamente transparentes, incoloros o 
ligeramente coloreados (amarillentos), con algunas excepciones. En su gran mayoría son 
de olor agradable. Algunos aceites esenciales son inflamables. Generalmente son menos 
densos que el agua e insolubles en ella, aunque ciertas esencias tienen algunos 
componentes que se solubilizan. Asimismo, son lipófilos y solubles en disolventes orgánicos 
apolares y en alcoholes de alta graduación. Poseen índices de refracción elevados y 
presentan actividad óptica (desvían el plano de la luz polarizada debido a su poder 
rotatorio). Se oxidan con facilidad y polimerizan dando productos resinosos. 
Los aceites esenciales se encuentran en diferentes partes de la planta: en las hojas (ajenjo, 
albahaca, boldo, cedrón, eucalipto, hierbabuena, laurel, limoncillo, mejorana, menta, 
pachulí, romero, salvia, toronjil, etc.), en las raíces (angélica, asaro, azafrán, cálamo, 
cúrcuma, galanga, jengibre, sándalo, sasafrás, valeriana, vetiver, etc.), en el pericarpio del 
fruto (limón, mandarina, naranja, etc.), en las semillas (anís, cardamomo, eneldo, hinojo, 
comino, etc.), en los tallos (alcanfor, canela, etc.), en las flores (árnica, lavanda, manzanilla, 
piretro, tomillo, clavo de olor, rosa, etc.) y en los frutos (alcaravea, cilantro, laurel, nuez 
moscada, perejil, pimienta, etc.) (Restrepo et al., 2013).  
En cuanto al papel que cumplen en el vegetal, no hay acuerdo. Algunos suponen que sirven 
para atraer insectos y así facilitar la polinización; otros como defensa para resistir ataques 
de animales. También podrían actuar como sustancias de reservas, dadoras de hidrógeno 
para los procesos de óxido-reducción (Garcia y Carril, 2009). 
Estructura y clasificación 
La composición química de los aceites es muy compleja. La mayoría de las esencias son 
mezclas de cientos de compuestos, si bien existen algunas conformadas por uno o dos 
componentes. Debido a esta complejidad en su composición, es aconsejable hacer una 
discriminación entre los compuestos contenidos en una esencia. Se habla entonces de 
compuestos mayoritarios, cuando están en la esencia en una proporción mayor al 1 o 0,5%, 
y los minoritarios. Esta clasificación de los constituyentes en función del contenido presente 
en cada esencia es fundamental tanto para determinar una calidad de esencia, como para 
precisar sus características organolépticas o sus efectos fisiológicos. En algunos casos, los 
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componentes mayoritarios marcan las características organolépticas o farmacológicas de 
la esencia, mientras que en otros casos son sustancias presentes en trazas las que definen 
el sabor, el olor o las propiedades por las cuales se usan estas esencias ya sea en industria 
o terapéutica (Ferraro et al., 2012; Bandoni, 2003).  
Los componentes incluyen dos grupos de origen biosintético distinto: el grupo principal con 
terpenos y terpenoides (monoterpenos y sesquiterpenos) y el otro con compuestos 
aromáticos (fenilpropanos) y alifáticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, 
aldehídos, cetonas, ésteres y ácidos) (Restrepo et al., 2009; Bakkali et al., 2008; Croteau 
et al., 2000). 
Algunos de los compuestos dentro de los dos grupos son: 
Monoterpenos  
Hidrocarburos. Acíclicos: mirceno, ocimeno, etc. Monocíclicos: terpinenos, p-cimeno, 
felandrenos, etc. Bicíclicos: pinenos, -3-careno, canfeno, sabineno, etc. 
Alcoholes. Acíclicos: geraniol, linalol, citronelol, lavandulol, nerol, etc. Monocíclicos: mentol, 
a-terpineol, carveol. Bicíclicos: borneol, fenchol, crisantenona, tujan-3-ol, etc. 
Aldehídos. Acíclicos: geranial, neral, citral, citronelal, etc. 
Cetonas. Acíclicos: tagetona, etc. Monocíclicos: mentonas, carvona, pulegona, piperitona, 
etc. Bicíclicos: alcanfor, fenchona, tuyona, ombellulona, pinocanfona, pinocarvona, etc. 
Ésteres. Acíclicos: acetato de linalilo o propionato, acetato de citronelilo, etc. Monocíclico: 
mentilo o a-terpinilo de etilo, etc. Bicíclicos: acetato de isobornilo, etc. 
Éteres. 1,8-cineol, mentofurano, etc. 
Peróxidos. ascaridol, etc. 
Fenoles. timol, carvacrol, etc. 
Sesquiterpenos 
Hidrocarburos. azuleno, b-bisaboleno, cadinenos, b-cariofileno, longifoleno, curcumenos, 
elemenos, farnesenos, zingibereno, etc. 
Alcoholes. bisabolol, cedrol, b-nerolidol, farnesol, carotol, b-santalol, patchulol, viridiflorol, 
etc. 
Cetonas. germacreno, nootcetona, cis-longipinan-2,7-diona, b-vetinona, turmeronas, etc. 
Epóxido. óxido de cariofileno, epóxidos de humuleno, etc. 
Compuestos aromáticos. 
Aldehídos. cinamaldehído, benzaldehído. 
Alcoholes.  cinámico, bencílico, salicílico. 
Fenoles. timol, anetol, chavicol, eugenol, apiol. 
Derivados metoxi. anetol, estragol, elemicina, metileugenoles. 
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Compuestos metilendioxi. apiol, miristicina, safrol. 
La Figura 12 muestra ejemplos de estructuras químicas de algunos los compuestos 
mencionados. 
 
Figura 12. Estructuras químicas de algunos de los compuestos que pueden conformar los aceites 
esenciales (Bakkali et al., 2008). 
La composición química depende de varios factores, como el origen botánico (la especie y 
la raza química de las que proceden), el ciclo del vegetal (la composición y la proporción 
varían según la fase del ciclo vegetativo), las condiciones ambientales, las características 
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del cultivo (suelo, riego, abonos, etc.) y el procedimiento de obtención, ya que durante el 
mismo se puede alterar la composición del aceite esencial respecto al vegetal. 
Aunque en los aceites esenciales tanto los monoterpenos, los sesquiterpenos y los 
fenilpropanos se encuentran en forma libre, más recientemente se han investigado los que 
están ligados a carbohidratos, ya que se considera que son los precursores inmediatos del 
aceite como tal. 
Los aceites se clasifican con base en diferentes criterios (Restrepo et al., 2013), a saber: 
consistencia, origen y naturaleza química de los componentes mayoritarios. De acuerdo 
con su consistencia, se clasifican en esencias fluídas, bálsamos y oleorresinas. Las 
primeras son líquidos volátiles a temperatura ambiente. Los segundos exhiben una 
consistencia más espesa, son poco volátiles y propensos a sufrir reacciones de 
polimerización. Ejemplos de esto son: el bálsamo de copaiba, el bálsamo del Perú, benjuí, 
bálsamo de Tolú, estoraque, etc. Por último, las oleorresinas tienen el aroma de las plantas 
en forma concentrada y son típicamente líquidos muy viscosos o sustancias semisólidas 
(caucho, gutapercha, chicle, balata, oleorresina de paprika, de pimienta negra, de clavero, 
etc.). 
De acuerdo con su origen, se clasifican como naturales, artificiales y sintéticos. Los 
naturales se obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones físicas ni 
químicas posteriores. Los artificiales se obtienen a través de procesos de enriquecimiento 
de la misma esencia con uno o varios de sus componentes. Los aceites esenciales 
sintéticos, como su nombre lo indica, son producidos por la combinación de sus 
componentes, los cuales se derivan la mayoría de las veces de procesos de síntesis 
química. Estos son más económicos y por lo tanto son mucho más utilizados como 
aromatizantes y saborizantes (esencias de vainilla, limón, fresa, etc.) (Restrepo et al., 
2013). 
 
Aplicaciones y usos 
Las aplicaciones de los aceites esenciales y de las esencias en general son múltiples y 
variadas. Se utilizan tanto por sus propiedades aromáticas (en la industria alimentaria, en 
perfumería y en la industria de productos de limpieza), como por sus propiedades 
farmacológicas (en la industria farmacéutica). Igualmente, las acciones farmacológicas son 
muy variadas en su uso tópico (por vía externa) y por vía interna. Las acciones más 
frecuentes se esquematizan en el cuadro 1. 
 
Vía externa Vía interna 
Antisépticos  
Rubefacientes 
Desodorantes 
Analgésicos 
Antiinflamatorios 
Insecticidas y repelentes 
Cicatrizantes 
 
Expectorantes 
Carminativos 
Estomacales 
Antiespasmódicos 
Sedantes 
Estimulantes cardíacos 
Antiinflamatorios 
Coleréticos o colagogos 
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Digestivos  
Diuréticos 
Antisépticos 
Estimulantes circulatorios 
 
Cuadro 1. Aplicaciones y usos de los aceites esenciales (Restrepo et al., 2013). 
 
Estas propiedades conocidas de los aceites esenciales han sido las que les han conferido 
el importante valor comercial que hoy día tienen, en especial para las industrias 
farmacéuticas, agronómicas, alimenticias, sanitarias, cosméticas y de perfumes. Sin 
embargo, en los últimos años se ha buscado una mejor comprensión de su modo de acción 
biológica, y cómo pueden propiciar nuevas aplicaciones en la salud humana, la agricultura 
y el medio ambiente. 
Los ensayos fisicoquímicos in vitro han caracterizado a la mayoría de ellos como 
antioxidantes (Barbieri et al., 2015; Quiroga et al., 2014; Iqbal et al., 2013). Además, 
dependiendo del tipo y la concentración, pueden generar efectos citotóxicos sobre las 
células vivas, pero por lo general no son genotóxicos.  
Son capaces de inducir cambios en el potencial redox intracelular y disfuncionalidad en las 
mitocondrias (Bakkali et al., 2008). 
 
 
EL ACEITE ESENCIAL DE LIPPIA INTEGRIFOLIA (fracción volátil). Composición 
química. Principios activos 
El aceite esencial de L. integrifolia ha sido caracterizado como rico en sesquiterpenos 
oxigenados y no oxigenados, y en mucha menor proporción monoterpenos (Marcial et al., 
2016; Coronel et al., 2006; Fricke et al., 1999).  
Los compuestos encontrados en el aceite esencial de L. integrifolia son: α-tuyeno; α-pineno; 
canfeno; sabineno; β-pineno; mirceno; α-felandreno; δ-3-careno; α-terpineno; p-cimeno; 
limoneno; 1,8-cineol; trans-β-ocimeno; cis-β-ocimeno; γ-terpineno; terpinoleno; linalool; cis-
hidrato de sabineno; trans-verbenol; alcanfor; borneol; terpinen-4-ol; trans-piperitol; trans-
carveol; carvona; bornil acetato; α-copaeno; β-elemeno; β-cariofileno; α-humuleno; 
germacreno D; biciclogermacreno; β-bisaboleno; cis-calameneno; elemol; trans-nerolidol; 
muurol-5-en-4a-ol; trans-davanona; espatulenol; β-cariofileno óxido; fokienol; guaiol;  
humuleno epóxido II; bulnesol; cariofila-3,8(15)-dien-5β-ol; cariofila-4(14),8(15)-dien-5β-ol. 
(Marcial et al., 2016; Barbieri et al., 2015; Coronel et al., 2006). 
Asimismo, se han encontrado raros sesquiterpenos, como: african-1-eno; african-5-eno; 
african-1,5-dieno; asterisca-3(15),6-dieno; african-5-en-1a-ol; trans-africanan-1α-ol; 
lippifoli-1(6)-en-5-ona; 3α-hidroxi-6-asterisceno; lippifoli-1(6)-en-4β-ol-5-ona; african-1(5)-
en-2,6-diona; 1,6-trans-lippifolian-1α-ol-5-ona; 1,6-cis-Lippifolian-1α-ol-5-ona; trans-humul-
9(E)-en-2,6-diona; integrifolian-1,5-diona; 4,5-seco-africanan-4,5-diona (Marcial et al., 
2016; Coronel et al., 2006; Fricke et al., 1999). 
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Se han reportado diferencias cualitativas significativas en la composición de los aceites 
procedentes de diferentes colecciones de incayuyo (De Lampasona et al., 1999; 
Duschatzky et al., 1998). 
Con base en el análisis de la composición de los aceites, Marcial et al., (2016) han descripto 
cinco quimiotipos entre diversas poblaciones de esta especie en la Argentina:  
- quimiotipo “trans-davanona”, caracterizado por contener esta cetona como 
dominante, y en general, con más del 75%. 
- quimiotipo “lippifolienona”, caracterizado con esta cetona como el constituyente 
distintivo acompañado de cantidades variables de african-5-en-1a-ol, african-1-eno, 
african-5-eno, african-1,5-dieno, 4,5-seco-africanan-4,5-diona, y óxido de cariofileno 
- quimiotipo “beta-davanon-2-ol”, caracterizado por este ceto-alcohol como principal 
componente acompañado de cantidades significativas de trans-davanona. 
- quimiotipo “espatulenol/biciclogermacreno”, caracterizado por contener cantidades 
significativas de espatulenol, biciclogermacreno y beta-cariofileno. 
- quimiotipo “trans-nerolidol”, caracterizado por este alcohol sesquiterpénico como 
componente mayoritario. 
 
Se estima que gran parte de su actividad como hierba digestiva se debe a su aceite 
esencial, por su actividad antiespamódica, citada para diferentes especies de Lippia 
(Pascual et al., 2001). 
Además, tanto por su contenido de monoterpenos como de sesquiterpenos, se le ha 
atribuido actividad antioxidante al aceite esencial (Barbieri et al., 2015).  
En particular, algunos de sus componentes, como el β-cariofileno o el α-humuleno, han sido 
citados por su actividad anti-inflamatoria (Fernandes et al., 2007), así como el hidrato de 
sabineno por su actividad antioxidante (Quiroga et al., 2014).   
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COMPUESTOS FENÓLICOS 
Conforman uno de los grupos fitoquímicos de más amplia distribución, ya que tienen 
considerable importancia tanto estructural como funcional para los organismos vivos, y 
debido a que cumplen un amplio abanico de funciones biológicas (Balasundram et al., 
2006). Además, se han asociado con beneficios sobre la salud, atribuidos a su actividad 
antioxidante (Heim et al., 2002). 
 
Características 
Los compuestos fenólicos son por lo general sólidos blancos, aunque su compleja 
conjugación electrónica de algunos flavonoides resulta en un color amarillo, o incluso rojo 
en las antocianinas. Conforman las fracciones no volátiles de los metabolitos secundarios, 
aunque ciertos compuestos fenólicos de bajo peso molecular son muy volátiles y a menudo 
poseen aromas característicos, con lo que se encuentran dentro de las esencias. 
Otra principal característica física de relevancia biológica de los compuestos fenólicos es 
su solubilidad. Algunos compuestos fenólicos son muy hidrófilicos, pero otros pueden ser 
bastante hidrófobos. Generalmente, los compuestos hidrófobos entran en las células más 
fácilmente que los hidrófilos, por un proceso de difusión libre (Parr y Bolwell, 2000). 
Las funciones biológicas en las plantas abarcan diferentes aspectos, desde conformar un 
polímero estructural como la lignina, proteger a las células vegetales de las radiaciones UV 
(principalmente a cargo de las flavonas y flavonoles), la capacidad antioxidante, participar 
en las interacciones planta-insecto a través de la coloración de flores y frutos (donde 
participan principalmente las antocianas, flavonas, flavonoles y chalconas) para atraer a los 
polinizadores y dispersadores de semillas, participar en la defensa frente a patógenos por 
presentar actividad antibacteriana y antiviral, hasta participar en los procesos de 
señalización en procesos simbióticos (Restrepo et al., 2013; Parr y Bolwell, 2000). 
  
Estructura y clasificación  
Los compuestos fenólicos están conformados por estructuras aromáticas con uno o varios 
sustituyentes hidroxilos, que presentan un rango que va desde simples moléculas fenólicas 
hasta compuestos altamente polimerizados (Bravo, 1998). A pesar de su diversidad 
estructural, este grupo de compuestos se agrupa con frecuencia en el grupo llamado 
polifenoles. La mayoría de los compuestos fenólicos están conjugados con mono y 
polisacáridos, unidos a uno o más grupos fenólicos. También pueden presentarse como 
derivados funcionales de éster y metil-éster (Balasundram et al., 2006). De tal diversidad 
estructural resulta un amplio rango de compuestos fenólicos: 
Fenoles simples, benzoquinonas C6 
Ácidos benzoicos C6 – C1 
Acetofenonas, ácidos fenilacéticos C6 – C2 
Ácidos cinámicos, derivados fenilpropanos C6 – C3 
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Naftoquinonas C6 – C4 
Xantonas C6 – C1 - C6 
Estilbenos, antraquinonas C6 – C2 – C6 
Flavonoides, isoflavonoides C6 – C3 - C6 
Lignanos, neolignanos (C6 – C3)2 
Biflavonoides (C6 – C3 - C6)2 
Ligninas (C6 – C3)n 
Taninos condensados (proantocianidinas) (C6 – C3 - C6)n  
 
Algunas de las estructuras químicas de estos compuestos se muestran en la Figura 13. 
Entre los compuestos fenólicos, quizás los más importantes  desde el punto de vista 
farmacológico en las plantas medicinales son: 
Los ácidos hidroxicinámicos y los fenilpropanos (compuestos C6 – C3) 
Los fenilpropanos son los productos naturales más simples derivados del ácido shikímico. 
Consisten de un anillo aromático con una cadena insaturada de tres átomos de carbono. 
Entre ellos se cuentan: ácido clorogénico, ácido cafeico, ácido ferúlico, ácido sinápico, ácido 
trans-cinámico, cinamaldehído, eugenol, safrol, trans-anetol, acteósido, isoacteósido. 
Los lignanos (C6 – C3)2 
Los lignanos son una clase de compuestos derivados de fenilpropanos ampliamente 
distribuidos en la naturaleza. Se forman por la dimerización de dos unidades fenilpropano 
(C6C3) a través de sus cadenas laterales de tres átomos de carbono. Entre ellos: silibina, 
silidianina, silicristina, pinoresinol, schisandrina B.  
Las cumarinas (compuestos C6 – C3) 
Son una amplia familia de lactonas. Son metabolitos típicos de plantas superiores y algunos 
pocos microorganismos; también se encuentran en ciertos hongos. Algunas de ellas 
corresponden a: psoraleno, angelicina, seselina, dicumarol, cumestrol, isoflaxidina. 
Los flavonoides (C6 – C3 - C6) 
Su esqueleto carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aromáticos unidos 
por un puente de tres carbonos. Se clasifican en función del grado de saturación y oxidación 
del puente de tres carbonos, siendo los principales antocianinas (pigmentos), flavonas, 
isoflavonas, flavononas, flavonoles y los isoflavonoides.  
Flavonas: diosmina, apigenina, luteolina,   
Isoflavonas: daicina, genistina, daiceína, genisteína; 
Flavononas: naringenina, naringina, hesperetina, hesperidina, floridcina; 
Flavonoles: rutina, quercetina, miricetina, kaemferol; ginkgetol 
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Flavanoles: catequina, epicatequina, galocatequina, epicatequin galato, epigalocatequin 
galato, galocatequin galato; 
Antocianidinas: malvidina, cianidina, delfinidina, petunidina. 
Dentro de este grupo, las antocianinas se destacan por la característica de otorgarle la 
coloración a las flores y frutos, entre ellas la pelargonidina (rojo-naranja), cianidina (rojo 
púrpura) y delfinidina (azul púrpura). 
 
 
Figura 13. Estructuras químicas de algunos grupos de polifenoles. Tomado de Arranz Martínez 
(2010). 
 
Aplicaciones y usos 
Los compuestos fenólicos son capaces de actuar como antioxidantes de diferentes 
maneras, como a través de la inhibición de enzimas, la quelación de metales, la donación 
de hidrógenos y la oxidación de radicales libres. Además, se los ha citado con acción 
anticancerígena y como inhibidores enzimáticos al tener el potencial de interactuar 
fuertemente con proteínas (Parr y Bolwell, 2000). 
Según los diferentes tipos de polifenoles, se les han adjudicado otras funciones. 
Los fenilpropanos, comunes en plantas aromáticas, presentan actividad efectiva frente a 
hongos y bacterias. Algunos miembros de esta clase también pueden causar inflamación. 
Un gran número de lignanos y neolignanos exhiben diferentes usos terapéuticos, en 
especial como inhibidores enzimáticos y antihipertensivos, potencializadores de la acción 
insecticida; hepatoprotectores; citostáticos; antimicóticos; antioxidantes. 
Las cumarinas actúan como agentes antimicrobianos y como inhibidores de germinación. 
Algunas muestran fototoxicidad frente a insectos tras activarse por luz UV, acción llevada a 
cabo por bloqueo de la transcripción y de la reparación de DNA, provocando la muerte 
celular. Presentan un amplio rango de actividad biológica, en el que se las puede citar como: 
Ác. hidroxicinámicos 
Flavonoles 
Flavanoles 
Isoflavonas 
Flavanonas 
Antocininas 
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anticoagulantes; antibacteriales y antibióticos, estrogénicos, fotosensibilizadores. Se 
destaca además el uso de cumarinas como saborizantes y en perfumería. Constituyen 
asimismo un grupo de toxinas, quizás las toxinas más potentes, generando hepatotoxicidad 
y carcinogenisidad. 
Las antocianidinas se emplean en el tratamiento de alteraciones de la retina. 
La propiedad más importante atribuida a los flavonoides es su propiedad de vitamina “P” o 
más precisamente factor vitamínico “P”. La experiencia demuestra que todos estos 
compuestos son capaces de disminuir la fragilidad y la permeabilidad de los capilares y 
reforzar su resistencia. Los flavonoides actúan también, en consecuencia, como 
antiedematosos y antiinflamatorios (Ferraro et al., 2012). Asimismo, desempeñan un papel 
esencial en la protección frente a los fenómenos del daño oxidativo y tienen efectos 
terapéuticos en un elevado número de patologías, como por ejemplo, y una de las más 
importantes, su actividad hepatoprotectora.  
Son reconocidas además sus actividades antialérgicas, anti-inflamatorias, antivíricas, 
anticancerosas, y principalmente como ya se señaló, antioxidantes. Asimismo, algunos 
modulan el sistema inmune y las respuestas inflamatorias (Garcia y Carril, 2009; Croteau 
et al., 2000). Otras acciones son la actividad antidiurética, espasmolítica e 
hipocolesteromiante. 
En cosmética, se les atribuyen propiedades tales como reafirmantes y tonificantes de la 
piel. 
Otra acción de importancia es la de inhibir numerosas enzimas tales como la catecol-O-
metil transferasa, lo cual produce un aumento de la duración de la acción de las 
catecolaminas (contracción de las fibras de los vasos, etc.). Poseen acción 
antihialuronidasa y antielastasa e inhiben la histidina decarboxilasa, y algunos flavonoides 
inhiben la aldosa reductasa, enzima que juega un papel importante en el desarrollo de 
cataratas (Ferraro et al., 2012).  
Actualmente, hay un creciente interés en los isoflavonoides para la prevención de cánceres, 
como el de mama o próstata (Croteau et al., 2000). 
 
 
LOS COMPUESTOS POLIFENÓLICOS DE LIPPIA INTEGRIFOLIA (fracción no volátil).  
Composición química. Principios activos 
En los estudios realizados sobre la fracción no volátil de L. integrifolia se han determinado 
los fenoles totales, flavonoides totales y ácidos hidroxicinámicos totales (Marcial et al., 
2014; Ricco et al., 2010).  
Los compuestos encontrados y tentativamente identificados por Marcial et al., (2014) se 
citan a continuación: acteósido (verbascósido); isoacteósido (isoverbascósido); 6-
hidroxiluteolin-hexósido; 6-metoxiluteolin-O-hexósido; 6-metilscutellarein-hexósido; floretin 
3’,5’-di-C-hexósido; dimetil-secologanósido; apigenin-hexósido metoxilado; 
(Epi)lippidulcina A; peroxilippidulcina; salvigenina. 
Jesica Iannicelli - 2016 
 
27 
 
El verbascósido o acteósido, es uno de los polifenoles más encontrados en las diferentes 
especies de Lippia. Se lo ha citado como el responsable de la actividad antioxidante, anti-
inflamatoria y analgésica de muchas especies de este género (Alipieva et al., 2014).   
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LAS PAM Y SUS APLICACIONES 
Marco de referencia 
Como se mencionó al inicio de esta reseña, las plantas medicinales contienen sustancias 
químicas que se conocen como principios activos; éstos ejercen una acción farmacológica 
beneficiosa o perjudicial sobre el organismo vivo. Su utilidad primordial, a veces específica, 
es servir como droga o medicamento que alivie la enfermedad o restablezca la salud 
perdida. Por lo tanto, la droga se obtiene de las partes del vegetal que contienen los 
principios activos, es decir, su parte útil. Si sufre una manipulación diferente del secado o 
el troceado, la droga se denomina medicamento (Restrepo et al., 2013).  
Desde la etnobotánica, las PAM constituyen las plantas curativas, donde el concepto de "la 
curación", es entendido dentro de un contexto múltiple formado por la "persona enferma", 
el "remedio" (en este caso la "planta-remedio") y la "fe" puesta en la capacidad curativa de 
la planta. El conocimiento y utilización de las plantas catalogadas como curativas en las 
sociedades campesinas, habitualmente constituye un importante elemento terapéutico en 
el medio rural, donde el acceso a centros de salud es dificultoso. Estudios actuales 
etnobotánicos, han demostrado que los pobladores identifican y catalogan las plantas 
utilizadas como "buenas para curar" o plantas "para andar". En el primer caso se hace 
referencia a aquellos vegetales que, preparados y administrados en forma particular, 
provocan el alivio de la enfermedad o la dolencia. En el segundo caso se refiere a los 
vegetales de consumo regular o frecuente, utilizados como preventivo de la enfermedad. 
Es importante destacar que el conocimiento de las propiedades curativas de las especies 
se refiere no solo a los beneficios de su aplicación, sino también a los efectos perjudiciales 
que las mismas puedan ocasionar (Mensegues et al., 2007). 
A su vez, las plantas aromáticas son aquellas plantas medicinales cuyos principios activos 
están constituidos, total o parcialmente, por aceites esenciales o esencias. En este mismo 
sentido, las plantas condimentarias o especias son plantas aromáticas que el hombre utiliza 
en los alimentos para acentuar y mejorar el sabor, olor y color de los alimentos (Restrepo 
et al., 2013). 
Sin embargo, no siempre es válido suponer que una planta aromática es simplemente 
aquélla que genera un olor o un sabor particular, sea éste agradable o no. Una planta puede 
carecer de un olor típico en condiciones naturales, pero puede generar una esencia de gran 
valor si se la procesa adecuadamente. Otro concepto que debe desecharse es la 
presunción de que todo producto aromático necesariamente tiene que poseer 
características organolépticas agradables, sea por su olor o su sabor. Esto muchas veces 
es erróneo, pues existen en el mercado numerosos productos aromáticos que, o por su 
finalidad de uso industrial o por sus características especiales, poseen un olor o un sabor 
desagradable.  
De esta forma, otra manera de definirlas, sin evaluar su calidad comercial o estética, sería 
como aquéllas que pueden generar por algún proceso fisicoquímico un producto aromático, 
entendiéndose por productos aromáticos a los que tienen un olor o un sabor determinado 
(Bandoni, 2003). 
El valor de las PAM debe ser ponderado desde diferentes criterios, su valor intrínseco como 
planta, su capacidad de producir metabolitos secundarios, tanto en calidad como cantidad, 
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su posible aprovechamiento en las industrias alimentaria y farmacéutica, la disponibilidad 
de su germoplasma y sus aplicaciones en la medicina popular. En consecuencia, estas 
especies vegetales tienen importancia biológica y económica, por sus genes y el producto 
de éstos, a lo que se suma su importancia social por los saberes ancestrales y por ser parte 
del medio de subsistencia de muchas familias.  
Existen innumerables especies vegetales con propiedades aromáticas. Algunas familias 
botánicas son tradicionalmente fuentes de productos aromáticos, como las Pináceas, 
Verbenáceas, Mirtáceas, Lamiáceas, Rutáceas, Lauráceas, Piperáceas, Apiáceas y 
Asteráceas. Es muy arriesgado fijar un valor, pero según distintos autores, el número 
aproximado de especies con esencia es de unas 3000, de las cuales se aprovechan 
solamente unas 250 (Bandoni, 2003). 
Nuestro país posee una elevada riqueza de especies nativas que incluyen aromáticas, 
medicinales, y especies con potencial valor ornamental, siendo muchas de ellas endémicas 
(lista PlanEAR, www.lista-planear.org; Zuloaga y Morrone, 1999). En una revisión de la flora 
nativa de Argentina, Barboza et al., (2009) reportaron 1529 taxones medicinales entre 
Pteridófitas (56), Gimnospermas (13), Monocotiledóneas (152) y Dicotiledóneas (1308), 
incluidas 115 especies endémicas. En la Tabla 1, se muestran algunas de las especies 
nativas de PAM de nuestro país. 
 
ESPECIE LOCALIZACIÓN USOS 
LILIOPSIDAS   
SMILACACEAS    
Smilax campestris 
zarzaparrilla 
bai, cha, cor, cos, eri, 
for, juj, mis, sal, sde, 
sfe, tuc 
Raíces y rizomas: antisifílica, diaforética, 
diurética, laxante. Partes aéreas: anti-
inflamatoria, antirreumática. 
COMELINÁCEAS 
 
  
Commelina erecta  
santa lucía 
bai, cat, cha, cor, cos, 
eri, for, juj, mis, sal, 
sde, sfe, sju, slu, tuc 
Flores: oftálmica, hemostática; en infusiones 
para infecciones oculares, trastornos hepáticos. 
Hojas en infusión: diurética. 
DIOSCOREACEAS   
Dioscorea campestris  
 
cha, cos, eri, for, mis, 
sal, tuc 
Tubérculos: antirreumática y antidiabética en 
infusiones o decocciones. 
MAGNOLIOPSIDAS   
AMARANTÁCEAS   
Alternanthera pungens 
 yerba de pollo   
bai, cat, cha, cor, cos, 
eri, for, juj, lri, mis, 
sal, sde, sfe, sju, slu, 
tuc  
Partes aéreas en infusión: trat.  hepáticos y 
gástricos, carminative. En decocciones: 
antidiarreal y trat. inf. urinarias y respiratorias. 
Raíces y partes aéreas: diurética, depurativa, 
digestive. 
ANACARDIÁCEAS   
Schinus areira 
 aguaribay   
cat, cor, juj, lpa, lri, 
mis, sal, sju, slu, tuc 
Hojas: emenagoga, laxante, antirreumática, 
antiséptica, purgativa, anti-inflamatoria, abortiva, 
cicatrizante, desinfectante tópico. 
AQUIFOLIÁCEAS   
Ilex paraguariensis  
yerba mate  
cos, mis 
Hojas en infusión: tónica, refrigerante, diurética, 
digestiva, estimulante, colerética, eupéptica, 
hipocolesterémica, hepatoprotectora. Activ. 
antioxidante. 
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ASTERÁCEAS   
Achyrocline flaccida  
marcela, marcela macho
   
cha, cor, cos, eri, for, 
juj, lri, mis, sal, sju, 
tuc 
Partes aéreas en infusión y amargos: 
estimulante y excitante, febrífugo, antihelmíntico, 
antiespasmódico, emenagoga, anti-inflamatoria. 
Flores en infusión: tratam. asma, y regulac. 
Menstrual. Partes aéreas con activ. antiviral, 
antiherpetico, antihemolítico, y antioxidante.  
Achyrocline satureioides  
marcela hembra, vira-
vira  
bai, cat, cha, cor, cos, 
eri, juj, lpa, mis, sal, 
sde, sfe, slu, tuc 
Partes aéreas en infusión y amargos: digestiva, 
carminativa, tónica, estimulante antidiabética, 
antibacterial, antiespasmódica, anti-inflamatoria, 
antidiarreal. Inflorescencias y tallos: sedativa, 
antiséptica, antiespasmódica. Hojas en infusión: 
antitusiva. Flores en infusión: trat. asma, 
analgésica, antiespasmódica, anti-inflamatoria. 
Partes aéreas con activ. antiviral, antioxidante, 
hepatoprotectora.  
Artemisia mendozana 
ajenjo blanco chico
   
cat, lri, men, sju 
Partes aéreas: carminativa, digestiva, colagoga, 
hepática. 
Baccharis articulata 
carqueja 
bai, cat, cha, cor, cos, 
eri, juj, lpa, lri, mis, 
sde, sfe, slu, tuc  
Partes aéreas: hepática, digestiva, antiséptica, 
colagoga, hepatotónica, gastroprotectora, 
antidiabética, febrífuga, antidiarreal, diurética, 
estimulante sexual, trat. inf. urinarias y 
respiratorias. Activ. antiviral, antioxidante, anti-
inflamatoria. 
BERBERIDÁCEAS   
Berberis darwinii  
calafate 
chu, neu, rne, tdf Planta entera: anti-inflamatoria, tónica, digestiva. 
CECROPIÁCEAS   
Cecropia pachystachya 
ambaí    
cha, cos, for, mis, sfe 
Hojas: trastornos respiratorios, antitusiva, 
expectorante, anti-asmática, tónica, cardíaca, 
diurética, sedativa, trat. inf. oculares. Activ. 
broncodilatadora, antioxidante, antimicrobial, 
antimalarial y anti-inflamatoria. 
FABÁCEAS   
Bauhinia candicans  
pezuña de vaca ,  
bai, sfe, sju, tuc, cat, 
cha, cor, cos, dfe, eri, 
for, juj, lpa, men, mis, 
sal,  
Hojas: antidiabética, astringente, diurética, 
expectorante, antinefrítica, antitusiva, 
antihemorroidal. Activ. antioxidante, ef. 
cardiovasculares (taquicardia).  
Erythrina crista-galli  
ceibo  
bai, cha, cos, eri, for, 
juj, lpa, mis, sal, sde, 
sfe, tuc 
Tallos: dermatosis, anti-asma, antiséptico, 
antihemorroidal, astringente; en decocciones: 
trat. inf. urinarias y respiratorias. Hojas: 
hipnótico, sedativo, antihemorroidal, cicatrizante. 
Flores: expectorante, cicatrizante. 
GENTIANÁCEAS   
Gentianella magellanica 
canchalagua  
chu, men, neu, rne, 
scr, tdf 
Planta entera en amargos: digestiva, aperitivo. 
LAMIACEAS   
Clinopodium gilliesi 
muña muña 
cat, cor, juj, lri, men, 
sal, sju, tuc 
Partes aéreas: Antioxidante, digestiva, laxante, 
emenagoga, afrodisíaca; facilitadora del parto y 
dolores post-parto.  
Hedeoma multiflora 
peperina de las lomas 
bai, cor, lpa, men, 
rne, sde, slu 
Partes aéreas en infusiones y amargos: 
digestiva, estimulante, en decocciones: trat. tos 
e inf. urinarias. 
Minthostachys mollis 
peperina 
cat, cor, juj, sal, sde, 
slu, tuc 
Hojas y flores en infusiones: digestiva, 
antiespasmódica, carminativa, sedativa, 
PASIFLORÁCEAS   
Passiflora caerulea 
pasionaria  
bai, cat, cha, cor, cos, 
dfe, eri, for, juj, lpa, 
Partes aéreas en infusiones: sedante, 
antiespasmódica, antiescorbútica, diurética, anti-
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lri, men, mis, sal, sde, 
sfe, sju, slu, tuc 
ictérica, emenagoga. En decocciones: trat. inf. 
urinarias y respiratorias, diarreas. Flores, frutos, 
tallos y hojas: sedativo.  
PLANTAGINÁCEAS   
Bacopa monnieri 
bai, cat, cha, cor, cos, 
dfe, eri, for, juj, lri, 
men, sal, sde, sfe, 
sju, slu, tdf, tuc  
Partes aéreas: diurética, antirreumática, 
nervotónica y promotora de la salud mental, 
mejoradora de la memoria y las funciones 
cerebrales. Activ. antidepresiva, antioxidante, 
bronco-vasodilatadora. 
Scoparia montevidensis 
canchalagua  
bai, cat, cha, cor, cos, 
dfe, eri, for, juj, lpa, 
mis, sal, sde, sfe, slu, 
tuc 
Planta entera en infusión: digestiva, emenagoga, 
trat. tos e inf. urinarias, anticefálica, hepática. En 
decocciones: antidiarreal, control de parásitos. 
SOLANÁCEAS   
Fabiana imbricata  
palo pichi 
chu, men, neu, rne, 
sju 
Leño en infusión: diurética, colagoga, digestiva, 
balsámica.  
Solanum sisymbriifolium 
espina colorada 
bai, cat, cha, cor, cos, 
eri, for, juj, lri, mis, 
sal, sde, sfe, slu, tuc 
Planta entera: narcótica. Leño y hojas en 
decocción: para afecciones del tracto 
respiratorio. Raíces: diurética, hipotensiva, 
abortiva. 
VALERIANÁCEAS   
Valeriana carnosa 
nancolawen  
chu, men, neu , rne , 
scr, tdf 
Raíces: sedante, antiespamódica, diurética, 
digestiva, hepática, antitusiva, antirreumática.  
VERBENACEAS   
Lippia turbinata  
poleo 
bai,cat, cha, cor, juj, 
lpa, lri, men, sal, sde, 
sfe, sju, slu, tuc 
Partes aéreas en amargos, yerbas compuestas, 
infusiones o decocciones:  digestiva, diurética y 
estimulante del sistema nervioso, abortiva en 
infusiones. 
Lippia integrifolia 
incayuyo 
cat, cor, juj, lri, sal, 
sju, tuc 
Partes aéreas en amargos y yerbas compuestas, 
infusiones o decocciones: digestiva, diurética, 
emenagoga, sedante. Actividad antioxidante 
antifúngica, antibacterial y repelente de insectos. 
Aloysia citriodora  
cedrón 
cat, juj, lri, sal 
Partes aéreas en infusiones y en amargos: 
digestiva, antiespasmódica, carminativa, tónico, 
sedativa, diurética. 
Aloysia polystachya 
burrito 
cat, cor, cos, lri, sal, 
sde, sju, slu 
Partes aéreas en infusiones y en amargos: 
digestiva, hepatoprotectora. 
Acantholippia 
seriphioides  
tomillo 
bai, chu, lpa, men, 
neu, rne, scr, sju, slu 
Partes aéreas: digestiva, saborizante, 
condimento, diaforética. 
ZIGOFILACEAS   
Larrea cuneifolia  
jarilla macho 
bai, cat, chu, cor, lpa, 
lri, men, neu, rne, sal, 
sde, sju, slu, tuc 
Partes aéreas: anti-inflamatoria, diaforética, 
oxitócica, emenagoga, antirreumática, promotora 
capilar   
Larrea divaricata  
jarilla hembra 
bai, cat, chu, cor, lpa, 
lri, men, neu, rne, sal, 
sde, sju, slu, tuc 
Partes aéreas: anti-inflamatoria, diaforética, 
febrífuga, emenagoga, oxitócica, antitusiva, 
antirreumática, hipotensiva, rubefaciente, anti-
hiperlipidémica; prevención de várices, 
promotora capilar.  
 
Tabla 1. Medicinales nativas de Argentina. Tomado de Barboza et al. (2009). 
 
Existen más de 300 especies dentro de este grupo cuya recolección se realiza directamente 
del ambiente natural y en general, en forma extractiva (Cantero et al., 2010; Núñez y 
Cantero, 2000). Si bien desde la América precolombina, los pobladores locales han 
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recolectado estas especies para sus usos tradicionales, en las últimas décadas la presión 
sobre las poblaciones naturales se ha incrementado drásticamente debido a su demanda 
industrial (principalmente como droga cruda vegetal: hojas, flores, frutos), para ser utilizada 
en la preparación de infusiones, (yerba mate “compuesta”), en la medicina popular y 
bebidas sin alcohol como amargos serranos (Martínez et al., 2000a y b). 
 
Los usos y aplicaciones de las PAM en la industria 
Una misma planta aromática puede aportar más de un producto comercialmente 
importante, dependiendo de diversos factores, algunos intrínsecos a la especie vegetal, y 
otros dependientes del medio ambiente o de los procesos extractivos empleados. Un claro 
y típico ejemplo de esto es la naranja donde, según la parte utilizada, se pueden obtener 
distintos productos aromáticos. De sus flores se obtiene la esencia de neroli o azahar, del 
epicarpio de sus frutos se obtiene la esencia de naranja, y de sus frutos aún verdes y sus 
hojas se obtiene la esencia de petit grain. Son tres esencias de amplio uso en la industria 
de sabores y fragancias, y con grandes diferencias en cuanto a sus características 
fisicoquímicas, organolépticas y costos. Por otro lado, la esencia obtenida de los frutos es 
muy distinta según el método de extracción empleado. La esencia obtenida por el método 
de expresión en frío es mucho más apreciada que la obtenida por destilación por arrastre 
con vapor de agua. Y por último, no tienen la misma calidad ni el mismo valor comercial 
una esencia de naranja de Brasil, que una de California. Las condiciones climáticas 
(cantidad de lluvias, luminosidad) la altura, los distintos suelos (porcentaje de 
oligoelementos, pH, humedad, etc.), modifican las calidades a veces en forma sustancial 
(Bandoni, 2003). 
A todos estos factores debe agregarse la variabilidad genética de las plantas. Y en este 
sentido debe considerarse que las plantas aromáticas suelen presentar una notable 
variación en cuanto a calidades. Esto se debe fundamentalmente a la presencia de los 
llamados quimiotipos, es decir individuos de una misma especie que se diferencian entre sí 
por presentar una distinta composición química. Dada la frecuentemente alta complejidad 
química de un aceite esencial, no es raro encontrar distintas calidades de esencia dentro 
de una misma especie (Bandoni, 2003). 
Desde hace cientos de años, las sociedades han empleado a las PAM con múltiples fines, 
que van desde tratamientos medicinales y terapeúticos por parte de indígenas, campesinos 
y pobladores locales, hasta como fuente y materia prima para industrias de aromas y 
sabores, para tratamientos de belleza, e incluso como fuente de venenos (El Meskaoui, 
2013; Mensegues et al., 2007).  
Sin embargo, en las últimas décadas se ha desatado un renovado interés en las “medicinas 
naturales”, obtenidas de partes de la planta o de extractos de plantas, con lo que el uso de 
las PAM ha aumentado en todo el mundo y siguen atrayendo con creciente interés a 
agricultores, comerciantes, profesionales, funcionarios de salud, economistas, profesores 
y, principalmente, diversas industrias (El Meskaoui, 2013). 
Debido a esto, las PAM han experimentado un auge en la demanda, a tal punto que se ha 
configurado un mercado de características particulares (Restrepo et al., 2013), el cual exige 
constantemente nuevos productos, los que se generan a partir no solamente gracias a la 
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biodiversidad, sino por nuevas tecnologías, o nuevos criterios estéticos y hasta éticos, con 
riesgo de sobre explotación en muchos casos (Bandoni, 2003). 
Estas plantas pueden ser aprovechadas desde el punto de vista comercial o industrial de 
distintas maneras: como material vivo, material fresco, material desecado (entero, picado o 
molido) o para la obtención de extractivos, con lo cual actualmente las PAM son usadas por 
diversas industrias con diferentes fines (Bandoni, 2003; Sharapin, 2000), como: 
Industria farmacéutica: en medicina humana y veterinaria, como componentes de 
formulaciones farmaceúticas por las diversas actividades biológicas como antioxidantes, 
antiinflamatorios, protectores gastrointestinales, hepáticos, antiespamódicos, sedantes, 
diuréticos, etc., o bien por la actividad que pueden presentar frente a diversos organismos 
(bacterias, hongos, insectos, etc).  
Industria alimenticia: para la elaboración de yerbas compuestas, bebidas analcohólicas 
(amargos sin alcohol) o alcohólicas, saborizantes, aditivos, y otras. Muchas de estas plantas 
son usadas como especias. Otras, tienen una aplicación muy específica para la elaboración 
de determinados productos.   
Industria cosmética: para la elaboración de perfumes. Su importancia comercial resulta 
singularmente relevante, pues muchos cosméticos tienen un posicionamiento en el 
mercado debido casi exclusivamente a la fragancia que contienen. Y en forma especial 
merece destacarse el mercado de las fragancias: perfumes, aguas de tocador, colonias, 
extractos, etc. Otro rubro sobresaliente es el de los dentífricos.  
Industria licorera: esta especialidad se nutre casi exclusivamente de plantas aromáticas. Ya 
sean extractos o esencias, el rol en esta industria es fundamental. En muchos países existe 
una industria licorera dedicada a especies autóctonas, la que aprovecha el conocimiento 
popular de las plantas aromáticas, para la elaboración de formulaciones tipo amargos, 
aperitivos, o licores regionales. 
Productos de uso doméstico: muchos de estos productos, como desinfectantes, 
desodorantes de ambientes, jabones de lavar, suavizantes, son formulados en base a 
fragancias o a subproductos obtenidos de plantas aromáticas.  
Industria agroquímica: utiliza algunos subproductos obtenidos a partir de aceites 
esenciales, para la elaboración de los llamados bioinsecticidas, o insecticidas 
biodegradables de origen natural. Es el caso de los productos llamados aleloquímicos.  
Y otras industrias, como la textil, petrolera y minera, etc. 
 
La fracción comprendida por los compuestos no volátiles (polifenoles, como los flavonoides) 
hacen también a las propiedades y a los usos por los cuales las plantas aromáticas deben 
su importancia y su función como medicinales (Marcial et al., 2014). 
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LOS PROCESOS EXTRACTIVOS UTILIZADOS EN LA OBTENCIÓN DE ACEITES 
ESENCIALES (fracción volátil) Y EXTRACTOS (fracción no volátil). ESTUDIO DE LOS 
PRINCIPIOS ACTIVOS DE LAS PAM   
El análisis químico de las PAM consiste en la determinación de la composición química de 
alguna parte de la planta. Actualmente se considera como una referencia indispensable 
para determinar la calidad para el empleo de las mismas, especialmente cuando van a ser 
empleadas en medicamentos fitoterápicos o especialidades farmacéuticas. 
El proceso de obtención y análisis de los extractos de plantas medicinales consta de las 
siguientes etapas: 
- Obtención de la muestra a partir de la materia prima. La muestra a analizar puede ser 
planta entera, troceada, pulverizada, aceites esenciales o extractos. 
- Determinación del contenido en humedad, cenizas, residuo seco, etc., de la materia 
vegetal. 
- Obtención y análisis de la fracción volátil (aceites esenciales). 
- Obtención y análisis de la fracción no volátil (extractos). 
- Análisis físico – químico cualitativo y cuantitativo (Cañete, 2010). 
 
Obtención y preparación de la muestra 
Las muestras del material vegetal se recolectan en la época elegida, antes, durante o tras 
la floración. Se obtiene una muestra completa, de hojas, flores y tallos, y/o raíces, en caso 
de que interese estudiar algún principio activo contenido en ellas. 
Se dejan secar al aire hasta peso constante, y se separan hojas, tallos y flores. Si es 
necesario, las plantas se trituran con un molinillo, aunque la molienda se puede llevar 
simplemente a mano, en pequeños trozos. 
Los aceites esenciales constituyen la fracción volátil de los principios activos contenidos en 
una planta, y por tanto, se obtienen mediante técnicas de destilación y arrastre por vapor 
de agua, en la que se volatilizan estos principios por calor, se arrastran por vapor de agua, 
se condensan en frío, se decantan y se separan.  
Los extractos consisten en una fracción de los principios activos de la planta, disueltos en 
un solvente apropiado y cuya naturaleza dependerá de la técnica extractiva empleada y del 
solvente de extracción (Cañete, 2010).  
 
La mayoría de los procesos extractivos aplicados a los productos aromáticos comprenden 
la separación o la transferencia por difusión de uno o varios componentes entre dos fases 
que se ponen en contacto. Por difusión se entiende el movimiento a escala molecular de 
componentes químicos dentro de una sustancia de una región de alta concentración a una 
de baja concentración.  
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El método de aislamiento de los materiales aromáticos a partir de plantas es función, entre 
otros factores, del tipo de material a procesar. El cuadro 2 muestra ejemplos de materias 
primas. 
TIPO DE MATERIAL EJEMPLO 
Botones florales 
Flores 
Plantas herbáceas 
Hojas 
Hojas e inflorescencias 
Corteza 
Madera 
Raíces 
Rizomas 
Frutas frescas 
Cáscaras de fruta 
Frutos secos 
Clavo 
Jazmín, Rosa 
Salvia, Menta 
Eucalipto 
Cedrón, Incayuyo 
Canela 
Sándalo 
Angélica, Vetiver 
Jengibre 
Lima 
Naranja, Limón 
Coriandro, Hinojo 
 
Cuadro 2. Partes de plantas empleadas en la obtención de productos aromáticos. (Bandoni, 2003). 
 
Asociado a esto, es importante considerar el lugar de localización de los principios activos 
aromáticos dentro de la estructura celular, la cual es a su vez dependiente del tipo de 
material vegetal y de la familia botánica de la misma. Ejemplos se muestran en el cuadro 3. 
Estructura 
Pelos glandulares: Lamiaceae, Verbenaceae, Geraniaceae; 
Cavidades esquizógenas (Células separadas unas de otras): Myrtaceae, Poaceae, Asteraceae; 
Canales lisígenos (Espacios resultantes por disolución celular): Rutaceae; 
Canales resinosos: Coniferae; 
Canales gomosos: Cistaceae, Burseraceae. 
 
Cuadro 3. Principales estructuras vegetales donde se localizan los productos aromáticos (De Silva, 
1995). 
 
Métodos de obtención de los aceites esenciales (fracción volátil) 
Los principales métodos utilizados para obtener aceites esenciales a partir de plantas 
aromáticas son los siguientes: 
• Destilación con agua o hidrodestilación. 
• Destilación por arrastre con vapor. 
• Destilación con agua y vapor. Cohobación. 
• Destilación previa maceración. 
• Destilación sometida a una degradación térmica. 
• Expresión 
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En la Figura 14 se representan los procesos utilizados y los productos provenientes de 
material vegetal aromático. 
 
Figura 14. Procesos utilizados y productos provenientes de plantas aromáticas. (Bandoni, 2003). 
 
El método de extracción definirá la esencia obtenida, en cuanto a su composición, su 
calidad, y su valor. El naranjo, es un caso típico de planta donde, según la parte utilizada, 
se pueden obtener distintos productos aromáticos. De sus flores se obtiene la esencia de 
neroli o azahar, del epicarpio de sus frutos se obtiene la esencia de naranja, y de sus frutos 
aún verdes se obtiene la esencia de petit grain. Son tres esencias de amplio uso en la 
industria de sabores y fragancias, y con grandes diferencias en cuanto a sus características 
fisicoquímicas, organolépticas y costos. Por otro lado, la esencia obtenida de los frutos es 
muy distinta según el método de extracción empleado. La esencia obtenida industrialmente 
por el método de expresión en frío es mucho más apreciada que la obtenida por destilación 
por arrastre con vapor de agua (Bandoni, 2003). 
 
Destilación con agua (Hidrodestilación) 
El principio de la destilación en agua es llevar a estado de ebullición una suspensión acuosa 
de un material vegetal aromático, de tal manera que los vapores generados puedan ser 
condensados y colectados. El aceite, que es inmiscible en agua, es posteriormente 
separado. En la destilación con agua el material vegetal siempre debe encontrarse en 
contacto con el agua.  
El equipo recomendado para realizar esta extracción es el sistema Clevenger modificado.  
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El tiempo total de destilación es función de los componentes presentes en el aceite esencial. 
Si el aceite contiene compuestos de alto punto de ebullición, el tiempo de destilación deberá 
ser mayor. 
Los aceites esenciales obtenidos mediante destilación en agua normalmente presentan 
notas más fuertes y un color más oscuro con respecto a los producidos por otros métodos. 
Las duraciones de las destilaciones son largas en estos equipos a causa de la concepción 
del sistema de calentamiento y de enfriamiento, que limitan los rendimientos en esencia. El 
tiempo de destilación es en realidad muy variable, y debe definirse en función de la calidad 
de producto que se quiere obtener (Bandoni, 2003). 
 
Determinación del contenido de aceite esencial en un material vegetal 
El método más tradicionalmente utilizado para realizar este ensayo es la trampa tipo 
Clevenger, que es el que prescriben la mayoría de las farmacopeas, como la Farmacopea 
Argentina (FA, 2003). Se basa en efectuar una hidrodestilación de un peso conocido de 
material vegetal y recoger el aceite esencial en un tubo graduado (1 ml dividido en 0,01 ml) 
que se encuentra en un colector de destilación especialmente diseñado para este tipo de 
análisis (Figura 15). El colector se acopla a un matraz que contiene el material vegetal y un 
cierto volumen de agua, que se calienta mediante un sistema de potencia regulable para 
provocar la destilación y regular su velocidad. 
Tras la destilación, podemos medir el volumen de esencia destilado y fácilmente calcular el 
contenido, que se expresa en porcentaje volumen/peso (ml de aceite esencial por 100 g de 
material vegetal). 
Aunque este equipo está universalmente aceptado, y está citado, salvo mínimas 
variaciones, por casi todas las normas existentes sobre extracción de esencias, conviene 
tener en cuenta que los resultados que se obtienen con el mismo no siempre pueden 
extrapolarse a un proceso realizado en escala industrial. 
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Figura 15. Colector de destilación empleado para la determinación del contenido en esencia de una 
especie vegetal según la Farmacopea Argentina (FA, 2003). Medidas en mm. 
 
El principal problema que tiene es que el material vegetal está constantemente inmerso en 
el agua hirviendo durante todo el tiempo de extracción. Esto hace que si la planta tiene 
productos termolábiles, puedan descomponerse parcial o totalmente (por ejemplo la 
hidrólisis de ésteres, o la oxidación de aldehídos y cetonas), modificando o la calidad o el 
rendimiento del producto obtenido. Otra limitación es que no hay posibilidad de modificar la 
presión de trabajo, por lo que el tiempo de destilación de algunos materiales vegetales, 
como raíces o cortezas, pueden ser demasiado largos, favoreciendo una mayor 
descomposición de la esencia. Finalmente, debe considerarse que el proceso que se realiza 
en esta trampa, es más un proceso de cohobación que de destilación simple, pues el agua 
condensada en el refrigerante vuelve al matraz o balón extractor, lo que permite hacer una 
extracción más exhaustiva de los componentes hidrosolubles (Bandoni, 2003). 
 
Análisis de aceites esenciales 
Los aceites esenciales son mezclas que pueden llegar a ser muy complejas, por lo que la 
identificación de sus componentes no es una tarea simple. Antiguamente, esta identificación 
se convertía en una larga y tediosa operación. En las últimas décadas, el desarrollo de la 
cromatografía de gases (GC, por sus siglas en inglés) y otras técnicas instrumentales de 
análisis y su acoplamiento a sistemas informáticos y bases de datos, ha cambiado 
sustancialmente el panorama, agilizando de forma notable la identificación de los 
componentes de las esencias. En este sentido, los sistemas cromatográficos acoplados a 
técnicas espectroscópicas, especialmente la cromatografía de gases acoplada a la 
espectrometría de masas (CG-MS) y la cromatografía de gases acoplada a la 
espectroscopía infrarroja (CG-FTIR) han contribuido especialmente a este cambio. 
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Cromatografía en fase gaseosa (GC) 
La cromatografía de gases es una técnica de separación basada principalmente en 
fenómenos de partición entre una fase móvil gaseosa (helio, argón, hidrógeno, nitrógeno) y 
una fase estacionaria constituida por un líquido muy viscoso retenido en el interior de una 
columna cromatográfica. 
La distinta afinidad por esta fase estacionaria por parte de cada uno de los componentes 
que constituyen la mezcla en análisis determina la separación de los mismos: podrán 
algunos compuestos ser fuertemente afines a la fase estacionaria, por lo que son retenidos 
en la misma y saldrán de la columna cromatográfica recién después de un largo período de 
tiempo. En el otro extremo podrán existir componentes que sean muy poco afines a la fase 
estacionaria, y saldrán de la columna casi inmediatamente. En la medida que existan 
componentes con distintas afinidades, se irán desperdigando dentro de la columna, por lo 
que se logrará finalmente su separación.  
El cromatógrafo se completa con un sistema de inyección, que nos permite introducir la 
muestra en la columna, y un detector que acusa la presencia de las diferentes sustancias 
a medida que van saliendo de la columna, una vez separadas. Las columnas 
cromatográficas utilizadas actualmente son de tipo capilar: están constituidas por un tubo 
de cuarzo flexible (sílice fundido) de diámetro muy pequeño (normalmente 0,25 mm) y muy 
largo (25 a 60 m, hasta 200 m): proporcionan alta resolución y permiten separar las mezclas 
multicomponentes de sustancias de diversa polaridad y/o peso molecular (monoterpenos, 
sesquiterpenos, etc.). Para el análisis de aceites esenciales suelen emplearse dos tipos de 
fases estacionarias: polietilenglicol de peso molecular 20,000, que es una fase polar, y 
polidimetilsiloxano, que es una fase apolar (Bandoni, 2003). 
En la Figura 16, puede verse un cromatograma típico obtenido mediante una columna 
capilar. Cada sustancia separada produce un pico cromatográfico, cuya área es 
proporcional a la cantidad presente de la misma en la mezcla inyectada. 
 
 Índices de retención 
Para la identificación de los componentes de un aceite esencial mediante CG se ha utilizado 
frecuentemente la comparación de sus tiempos de retención (tiempo transcurrido entre la 
inyección de la muestra y la aparición del pico cromatográfico) con los de patrones. Sin 
embargo, los tiempos de retención están fuertemente influenciados por numerosas 
variables, como la técnica de inyección, las variaciones de temperatura o flujo de los gases, 
el diseño del equipo, etc. 
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Figura 16. Cromatograma CG típico en columna capilar DB-1 (60 m) del aceite esencial de la cáscara 
de mandarina procedente de Citrus reticulata obtenido por arrastre con vapor de agua. En la tabla 
lateral se indican los componentes mayoritarios (Blanco Tirado et al., 1995). 
 
Por este motivo ha sido necesario la introducción de parámetros relativos como son los 
tiempos de retención relativos (Breckler y Betts, 1970) y los índices de retención. Estos se 
calculan a partir de los tiempos de retención y por comparación con una serie de sustancias 
a las cuales se les asignan valores arbitrarios de índices de retención. Los más utilizados 
son los Índices de Kováts, introducidos por Kováts (1958) y definidos respecto a una serie 
de n-alcanos. 
La identificación de los componentes de un aceite se realiza a través de comparación de 
los índices de retención de las sustancias patrones en dos fases estacionarias, polar y 
apolar, con los índices obtenidos para los componentes del aceite esencial. Existen 
recopilaciones muy importantes de estos índices, realizadas por Jennings y Shibamoto 
(1980), Davies (1990) y Adams (2007), entre otros, y varias bases de datos comerciales. 
Si bien la información que proporcionan los índices de retención respecto a la identidad de 
los componentes de la esencia es muy valiosa, la identificación de los mismos no puede 
basarse exclusivamente en ellos, ya que muchos componentes tienen índices coincidentes 
o muy similares en alguna de las columnas. Por ello, es necesario aplicar otras técnicas, 
entre las cuales se destacan la cromatografía de gases acoplada a la espectrometría de 
masas (EM, o más conocida por sus siglas en inglés, MS) y la resonancia magnética nuclear 
de carbono 13 (13C-RMN) (Bandoni, 2003). 
 
 Detectores selectivos 
El detector del cromatógrafo de gases puede ser de dos tipos: universal o selectivo. El más 
utilizado en el caso de las esencias es el de ionización por llama (FID, por su nombre en 
inglés: Flame Ionization Detector) que es de tipo selectivo (no detecta moléculas 
inorgánicas) pero es muy versátil. El empleo de detectores más selectivos, sin embargo, 
puede ser de gran utilidad para identificar, por ejemplo, la presencia de componentes en 
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trazas, como ser nitrogenados o azufrados, o la presencia de contaminantes como muchos 
pesticidas (Bandoni, 2003). 
 
Cromatografía de gases acoplada a espectometría de masas 
Durante las dos últimas décadas se ha demostrado que uno de los métodos más eficientes 
para el estudio de la composición química de los aceites esenciales es la cromatografía de 
gases acoplada a la espectrometría de masas (CG-EM, o más citada como GC-MS, por sus 
siglas del inglés).  
Es un método muy adecuado para la identificación debido a que los componentes del aceite 
son compuestos volátiles y de bajo peso molecular (<300 dalton). La esencia se inyecta 
directamente en el cromatógrafo, sin ningún tratamiento previo, lo cual elimina posibles 
modificaciones en la composición de la muestra o en la estructura de sus constituyentes 
debidas a pretratamiento. No se eliminan las alteraciones debidas a la temperatura de 
análisis, que puede afectar componentes termosensibles. En el cromatógrafo, los 
componentes de la esencia se separan, tras lo cual penetran en el espectrómetro de masas, 
son fragmentadas y mediantes filtros de m/z permite obtener el correspondiente espectro 
de masas de cada una de las sustancias separadas. Los constituyentes del aceite esencial 
se identifican gracias a los diferentes patrones de fragmentación que se observan en sus 
espectros de masas. 
La GC-MS permite realizar en una sola operación, para una muestra del orden de 1 μl, un 
análisis cualitativo junto con una indicación de las proporciones en las que se encuentran 
los componentes. 
Cuando se dispone de sustancia patrón, la calibración del equipo permite un análisis 
cuantitativo exacto de la muestra. 
Es posible determinar índices de retención en el GC-MS, pero éstos pueden no ser 
comparables con los bibliográficos, que generalmente se han obtenido con cromatógrafos 
no acoplados a un espectrómetro. 
 
La identificación de los componentes de los aceites esenciales se realiza con base en sus 
espectros de masas, que pueden ser obtenidos por dos técnicas distintas y 
complementarias: impacto electrónico (70 y/o 12-20 eV) y/o ionización química. 
Las masas de los iones formados a partir de los terpenos, principales constituyentes de los 
aceites esenciales, son bastante parecidas. Sin embargo, difieren en su abundancia 
(intensidades de los iones) lo cual permite su identificación (Bandoni, 2003). La Figura 17 
muestra como ejemplo el espectro de masa del monoterpeno limoneno. 
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Figura 17. Espectro de masas del limoneno. 
 
 
Métodos de obtención de extractos vegetales (fracción no volátil) 
A menudo se utilizan procesos extractivos convencionales, como los de arrastre de vapor, 
los de extracción por solución y los de extracción por centrifugación, si bien existen nuevas 
tecnologías de extracción entre las que se encuentra la extracción en fluidos supercríticos 
(Cañete, 2010). 
Extracción por solución 
Se lleva a cabo una extracción con disolventes orgánicos, que penetran en la materia 
vegetal y disuelven las sustancias, que son evaporadas y concentradas a baja temperatura. 
La extracción puede ser sólido – líquido o líquido – líquido en función del estado de la 
muestra. Es muy común que se lleven a cabo en sistemas sólido-líquido, a través de 
extracción en Soxhlet y extracción a reflujo con distintos solventes (Retta, 2012). 
Muchas veces, para las plantas aromáticas se utilizan las decocciones, aguas residuales 
del proceso de hidrodestilación, por lo que el disolvente suele ser agua.  
En caso de no utilizarse esta vía, la selección del disolvente pretende que sea capaz de 
disolver rápidamente todos los principios y la menor cantidad de materia inerte, que tenga 
un punto de ebullición bajo y uniforme que permita eliminarlo rápidamente, pero evitando 
pérdidas por evaporación, no soluble en agua, químicamente inerte, para no reaccionar con 
los componentes de los aceites, no inflamable y barato (Cañete, 2010). 
 
Análisis de los extractos 
Existen numerosos métodos espectrofotométricos basados en diferentes principios 
químicos por los que se pueden cuantificar desde polifenoles totales hasta determinados 
grupos de compuestos. Entre estos métodos se encuentran el método de Folin-Ciocalteu 
para la cuantificación de polifenoles totales (Singleton et al., 1998; Makkar et al., 1993), la 
cuantificación de flavonoides totales (Maksimovic et al., 2005) o la cuantificación de ácidos 
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hidroxicinámicos totales (Dao y Friedman, 1992), a través de curvas de calibración con 
estándares como el ácido tánico, la rutina o el ácido clorogénico respectivamente. 
Sin embargo, a pesar de los intentos por desarrollar métodos sencillos de cuantificación en 
UV-VIS, la absorción de los compuestos polifenólicos se ve afectada por la naturaleza de 
los disolventes, el pH de los extractos y por otros compuestos que absorben en UV-VIS y 
que actúan como interferencias (grasas, vitaminas, amino ácidos) (Georgé et al., 2005). De 
esta manera en los últimos años la mayoría de los trabajos sobre análisis de polifenoles se 
basan en la utilización de métodos cromatográficos, cromatografía de líquidos de alta 
eficacia (HPLC), cromatografía de gases (CG) o electroforesis capilar (EC) acoplados 
muchas veces a espectrometría de masas (MS).  
La CG requiere que los compuestos sean volátiles para lo cual si estos no lo son se utilizan 
reacciones de derivatización (reacciones químicas). Las técnicas de HPLC son más 
versátiles y más habitualmente utilizadas para separar y cuantificar polifenoles (Arranz 
Martínez, 2010).  
 
Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 
HPLC son las siglas en inglés de High Pressure Liquid Chromatography. Esta técnica 
permite separar e identificar moléculas de estructura química muy similar, incluso isómeros. 
Se aplica a compuestos, como heterósidos, alcaloides, lípidos, esteroides, glúcidos, 
flavonoides, y a sustancias termolábiles, como las proteínas y vitaminas. Tanto la fase móvil 
como la estacionaria son líquidas, de distinta polaridad, de modo que la separación de las 
sustancias ocurre en base a este parámetro. Se trabaja a temperatura ambiente, pero se 
bombean las fases móviles a presión. Como en el caso de la GC, en HPLC el resultado 
también es un cromatograma, que muestra los compuestos separados y el área del pico de 
cada uno de ellos, que es proporcional a su concentración (Cañete, 2010). 
Existe una amplia variedad de soportes y fases móviles disponibles para la determinación 
de flavonoides, proantocianidinas, etc (Arranz Martínez, 2010). Para la separación y 
detección, las columnas más utilizadas son las de fase reversa (C18 habitualmente) y fase 
normal (sílice) y los detectores más habituales son UV-VIS, arreglo de diodos (DAD) y UV-
fluorescencia entre otros (Cabrera et al., 2003; Mateus et al., 2001). La separación por 
HPLC muchas veces va acoplada con una caracterización estructural para lo cual es 
necesaria la espectrometría de masas (MS) para la identificación de los compuestos, a 
través de los mismos principios ya descriptos. 
Sin embargo, para la cuantificación suele utilizarse el método por estándar externo, con lo 
cual no se cuantifican todos los compuestos, sino aquellos de los cuales se tenga el patrón. 
 
Cromatografía en Capa Fina (TLC) 
Se emplea para todo tipo de productos naturales, habiéndose establecido como método 
analítico muy importante en las farmacopeas modernas. Los perfiles cromatográficos por 
esta metodología son utilizados como ensayos de identificación de especies vegetales 
complementarios a los ensayos botánicos. Permite, además, identificar de forma rápida y 
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con bajo costo los componentes presentes en un determinado material vegetal. También 
se puede emplear como método semicuantitativo (Cañete, 2010). 
  
Antecedentes en el estudio de las PAM 
En la determinación de la composición química de aceites esenciales, el uso de GC-MS es 
la metodología más utilizada: 
Lippia integrifolia (Marcial et al., 2016; Barbieri et al., 2015; Coronel et al., 2006); Thymus 
caespititius (Mendes et al., 2013); Varronia curassavica (Vieira Santos et al., 2013); 
Agastache rugosa (Zielinska et al., 2011); Teucrium polium (Al-Qudah et al., 2011); 
Helichrysum italicum (Morone-Fortunato et al., 2010); Lavandula pedunculata (Zuzarte et 
al., 2010); Artemisia vulgaris (Govindaraj et al., 2008); Salvia officinalis (Avato et al., 2005), 
Salvia fruticosa (Arikat et al., 2004); Lippia alba (Gupta et al., 2001); Lavandula dentata 
(Sudriá et al., 1999); Lippia junelliana (Juliani et al., 1999).  
En cuanto a los compuestos fenólicos, tanto el HPLC, como la TLC y los métodos 
espectrofotométricos han sido los más utilizados en especies como Lippia integrifolia 
(Marcial et al., 2014; Ricco et al., 2010), Achyrocline satureioides (Retta, 2012); Aloysia 
gratissima (Ricco et al., 2010), así como en especies vitropropagadas como Salvia 
officinalis (Grzegorczyk et al., 2007); Eritrichium sericeum (Fedoreyev et al., 2005); 
Rosmarinus officinalis (Caruso et al., 2000). 
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SITUACIÓN DE LAS PAM 
Marco regional e internacional 
Para las plantas aromáticas, como con muchos otros productos considerados no 
commodities, se carece de información detallada, o por lo menos periódica o estadística, 
sobre sus volúmenes de producción o consumo, importación y exportación, o sus valores 
de comercialización. Todos los datos existentes son siempre estimativos y ponderados en 
función de informaciones esporádicas y parciales. Por este motivo se podrán encontrar a 
veces datos muy dispares, o por lo menos no coincidentes. Una de las causas más 
importantes de este fenómeno es que la mayor parte de la producción de especies 
aromáticas proviene de países en desarrollo, siendo India el principal productor a nivel 
mundial. Más del 50% de la producción mundial proviene de países en desarrollo, lo que 
demuestra la importancia de climas tropicales o subtropicales para estas especies, además 
de la necesidad de disponer de mano de obra barata, para poder competir en calidad y 
precio en el mercado global (Bandoni, 2003). 
Aun así, para los últimos diez años se estima que en el mundo se destinan cerca de 5,5 
millones de hectáreas al cultivo de especias, hierbas aromáticas y medicinales, con un nivel 
de producción mundial estimadas en 4,5 millones de toneladas.  
El comercio internacional de hierbas es de 310 mil toneladas, por un valor de 1.500 millones 
de dólares, con una tasa de crecimiento promedio mundial del 4%, aproximadamente. La 
demanda mundial de especias está fuertemente concentrada (casi 60%) en diez países: 
EEUU, Japón, Alemania, Singapur, Francia, Países Bajos, Arabia Saudita, Reino Unido, 
China y España. Mientras que las principales regiones demandantes de productos 
aromáticos y medicinales son la UE, EEUU y Japón, concentrando cerca del 60% del total 
mundial importado (Informe PROFECYT-Agencia-SECyT-UIA) (http://www.cofecyt.mincyt. 
gov.ar/pdf/productos_alimenticios/Hierbas/Especias_Hierbas_Aromaticas_y_Medicinales.
pdf). 
 
La industria en Argentina 
El volumen de producción y la superficie cubierta por especias y hierbas aromáticas en el 
país se encuentra diseminado a lo largo y ancho de Argentina, con especies características 
de cada zona, de acuerdo a las condiciones climáticas y culturales de cada región. En 
Argentina se calcula que existen alrededor de 10.000 productores de pequeña dimensión. 
Las explotaciones de tamaños tan reducidos (en Argentina se cultivan aproximadamente 
alrededor de 7,600 ha a campo y 37,896 m2 bajo cubierta) contribuye a que un alto 
porcentaje de los productores operen dentro de una economía no formal, aunque también 
existen empresas y productores a gran escala (Di Paola, 2006).  
En efecto, tanto las industrias alimenticias, farmacéuticas y cosméticas utilizan cada vez 
más los beneficios de los principios activos de las distintas especies para la elaboración de 
sus productos. Por estas razones, las especies aromáticas-medicinales nativas son objeto 
de una importante demanda. El volumen comercializado anualmente supera las 1500 
toneladas, con un valor final de alrededor de 10 millones de dólares, ocupando en la etapa 
primaria un estimado de más de mil recolectores, pequeños productores rurales que 
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obtienen parte importante de su ingreso por esta vía (Di Paola, 2006). La generación de 
empleo en la etapa distribución-comercialización no ha sido cuantificada, pero se estima 
supera varias veces esa cifra. 
 
Situación actual  
La extinción de ecosistemas y especies es parte del proceso de degradación ambiental que 
sufre toda Latinoamérica, provocado por el uso inapropiado del territorio. Los ecosistemas 
sufren modificaciones profundas en su estructura, composición y dinámica, perdiendo 
elementos de diversidad biológica y capacidad de regenerarse (Berardi, 2010). Además, 
debe destacarse que la conservación de un recurso natural no implica solamente la 
protección de la biodiversidad genética del mismo, sino también la defensa de la 
biodiversidad cultural que lo integra y aprovecha. El desconocimiento o la desaparición de 
las técnicas y conocimientos tradicionales sobre la flora silvestre conlleva a la 
desintegración del equilibrio ancestral que suele existir entre el hábitat natural como recurso 
y el desarrollo de la actividad humana como propósito (Bandoni, 2003). 
Es bien sabido que las PAM se han cosechado tradicionalmente en estado silvestre en 
determinadas regiones por los pobladores locales, que recolectan estas especies desde 
hace siglos para sus usos tradicionales. Las poblaciones indígenas conocían las plantas y 
sus virtudes, ya que constituían su recurso frente a los achaques propios de la vida en estas 
regiones, conocimientos que configuran hoy un capítulo importante de la etnomedicina 
regional, y que por la transculturación propia del avance actual corre peligro de perderse o 
de desvirtuarse. Estos pobladores practicaban lo que se conoce como “buenas prácticas 
de cosecha”, que consisten en: la recolección de la parte útil solamente (por ej. ramas), sin 
arrancar las plantas, a través de cortes cuidadosos, dañando lo menos posible a la parte 
basal, realizándolo en una época adecuada -generalmente en plena floración-, y 
dispersando las semillas al momento del corte (“zarandeo”) (Elechosa, 2009).  
Estas prácticas se han ido perdiendo frente al avance de la mayor demanda del mercado 
que ha fomentado la recolección indiscriminada, lo que ha hecho que hasta la fecha, estos 
fitorecursos sean explotados casi sin ningún tipo de limitación, y, como consecuencia, se 
produzca el comienzo de la disminución y seguida desaparición de las poblaciones 
naturales, en especial de aquellas especies endémicas y con áreas de distribución más 
restringidas (El Meskaoui, 2013; Goleniowski et al., 2006).  
En el territorio argentino, con algunas variaciones según la fuente consultada existen, entre 
las registradas por la bibliografía, unas 60 especies silvestres de buena demanda en el 
mercado interno y/o externo, muchas de las cuales se encuentran en la Región Central, 
principalmente en el noroeste y oeste de Córdoba, zonas serranas del noreste y centro de 
San Luís y también en regiones del NOA, NEA y Patagonia. La recolección y posterior 
comercialización de estas especies contribuyen a la economía local y proveen una parte 
importante del ingreso de la población rural en las regiones donde prosperan. Los 
recolectores generalmente pertenecen a los sectores más empobrecidos de las 
comunidades locales, quienes actualmente recorren grandes extensiones para encontrar 
dichas especies (Juliani et al., 2007). 
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La reducción de las poblaciones naturales, asociada en gran medida al tipo de cosecha 
extractiva, descalzándose la planta entera, está ocasionando que muchas especies se 
encuentren en peligro de extinción (Goleniowski et al., 2006). Es importante destacar que 
no sólo la explotación de las poblaciones naturales, sino además la expansión de las 
fronteras para la explotación agrícola extensiva, la insuficiencia de políticas nacionales y 
territoriales en cuanto a la promoción sobre el uso y aprovechamiento de las especies 
medicinales, la falta de estudios más detallados sobre la flora autóctona y sus propiedades, 
y principalmente la falta del conocimiento de la población hacia la importancia de conservar 
estos ecosistemas y recursos, son otros determinantes de importancia en la reducción de 
las poblaciones de este grupo de especies nativas (Berardi, 2010; Núñez y Cantero, 2000).  
La suma de los efectos provocados por el aprovechamiento directo de las especies y la 
destrucción del hábitat constituyen el origen de la extinción y amenazas de los recursos 
genéticos. Los procesos de extinción no son fácilmente perceptibles a simple vista y solo 
atraen la atención del estado y la sociedad cuando afectan a especies de importancia 
económica, o cuando ya una región extensa demuestra un nivel de degradación tal, que la 
pérdida de los recursos genéticos es absoluta (Berardi, 2010).  
Las especies aromáticas nativas de mayor importancia económica y que están sometidas 
a mayor presión extractiva en la Región Central y NOA, son: Hedeoma multiflorum “peperina 
de las lomas”; Minthostachys mollis “peperina”; Lippia turbinata, ”poleo”; Lippia integrifolia, 
“incayuyo”; Lippia junelliana, “salvialora”; Achyrocline satureoides “marcela hembra”; 
Clinopodium odorum, "muña muña"; Satureja parvifolia ”muña”; Aloysia citriodora “cedrón”; 
Aloysia polystachya “té de burro”; Acantholippia seriphioides ”tomillo andino” (Ojeda et al., 
2004; Lagrotteria et al., 1986). 
Según fuentes zonales, en el año 1986 se recolectaron aproximadamente 1400 toneladas 
de las especies espontáneas en la región central, observándose un aumento desde 1990 a 
la fecha. Sin embargo, no hay una estadística confiable y sostenida sobre este último 
fenómeno; existen testimonios de baqueanos y expertos locales que registran un 
empobrecimiento y aún la desaparición de poblaciones en las áreas de mayor influencia 
antrópica por el modo de recolección de estos recursos, que supone generalmente la 
extracción de la planta entera y en momentos inadecuados para cada especie. Ello 
perjudica la supervivencia de las poblaciones en sus ambientes naturales, produciendo la 
pérdida de recursos genéticos de importancia y afectando la biodiversidad (Cantero et al., 
2010). Al bajar la abundancia, el recolector se ve obligado a emplear más tiempo para 
obtener el mismo ingreso, interviniendo sobre ambientes cada vez más frágiles.  
Si bien a partir de la firma del “Convenio sobre la Diversidad Biológica” (1992), se estableció 
el reconocimiento de los derechos soberanos de los Estados sobre sus recursos naturales, 
este Convenio establece también que incumbe a los gobiernos nacionales regular el acceso 
a los recursos genéticos 
(http://www.ambiente.gov.ar/?aplicacion=normativa&IdSeccion=3&IdNorma=1227). El 
cuerpo normativo de mayor relevancia que existe en la Argentina en materia de acceso a 
los recursos genéticos, es la Ley Nº 24.375, que sanciona y promulga con fuerza de ley el 
Convenio de Diversidad Biológica. Sin embargo, a nivel nacional en materia de legislación, 
existen muchas tareas pendientes en cuanto a la creación de normas que regulen el acceso 
y la protección de los recursos genéticos en nuestro país, al ser pocas las provincias que 
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se ocupan de cumplir las normativas en cuanto a acceso a los recursos a través de leyes 
provinciales, entre ellas Jujuy y Misiones (Clausen et al., 2008).  
Sin embargo, la recolección de estas plantas efectuada por los pobladores para proveerse 
de dinero para sus necesidades, tiene carácter alimentario, y no existe - ni debería existir - 
ley que la suprima. Por estas razones, resulta imperioso el establecimiento y difusión de 
normas sencillas con las técnicas adecuadas de cosecha, en pro de la sustentabilidad de 
esta práctica (Elechosa, 2009). En este sentido, en 2009, el INTA publicó el “Manual de 
recolección sustentable de plantas aromáticas nativas de la región central y noroeste de la 
Argentina” (Elechosa, 2009). 
Pero si bien con una regulación y aplicación de métodos de colecta sustentables, estos 
recursos podrían protegerse, su domesticación e introducción al cultivo es la mejor 
alternativa (Canter et al., 2005; Bandoni, 2003). La introducción al cultivo de estas especies 
contribuirá a la estabilización de la oferta y al mejoramiento de la calidad de la droga cruda, 
así como la posible utilización de sus aceites esenciales, dando una oportunidad de 
mayores y mejores fuentes de ingreso a los pobladores que se sustentan de ellas, que 
pueden estimarse en más de 800 familias sólo en la región central. 
En nuestro país, el INTA y otros organismos no gubernamentales, y particulares, 
aproximadamente hace dos décadas están facilitando la tarea en zonas rurales, con 
reuniones periódicas, haciendo cursos de emprendimientos y proveyendo el material de 
trabajo en muchos casos, así como la importante labor de las cooperativas zonales, para 
incentivar al productor, a implementar sencillos y medianos cambios en su labor cotidiana 
para que su unidad de trabajo se torne más rentable y diversificada. La producción en el 
mercado mundial se comercializa generalmente sin procesamiento (Berardi, 2010). 
Por otro lado, en los últimos años se han buscado otras alternativas también con el fin de 
superar algunos de estos diversos problemas: la Biotecnología.  
La biotecnología puede, directa e indirectamente, generar estrategias de conservación, y al 
mismo tiempo permitir la utilización y protección de las especies económicamente 
importantes. Estos son aspectos que se encuadran perfectamente en la situación de tener 
riqueza en biodiversidad con alto potencial económico, pero para la cual existe una 
necesidad urgente de proteger las poblaciones y al mismo tiempo preservarlas para las 
generaciones futuras (Pathak y Abido, 2014; Cruz et al., 2013; Ravichandran y 
Manimekalai, 2005). 
Una estrategia factible para cambiar o modificar en lo posible la cultura extractivista por una 
productiva y sustentable es ofrecer al recolector/productor un material mejorado del que 
pueda obtener un mejor precio. En este contexto la biotecnología puede dar rápidas 
respuestas, dado que es posible incrementar la producción de material vegetal y con esto 
mejorar la producción de compuestos de interés, generando una forma de hacer frente a la 
crítica situación de muchas especies aromáticas y medicinales. De esta forma, la 
biotecnología es una herramienta poderosa que permite mejorar el cultivo de plantas 
medicinales y la producción de alimentos, de modo de favorecer el desarrollo de una región, 
mejorando la calidad de vida, y dándole mayor valor agregado a un producto nacional y 
genuino, basándose en las necesidades de una comunidad (Berardi, 2010), con lo cual las 
perspectivas de futuro son muy alentadoras en términos del desarrollo y aplicación de 
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nuevas técnicas y protocolos en el contexto de la conservación de germoplasma 
(Ravichandran y Manimekalai, 2005). 
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EL MEJORAMIENTO DE LAS PAM 
Para las PAM, el criterio de mejoramiento es, ante todo la obtención de un gran tenor de 
principios activos, de manera complementaria a otros aspectos como la búsqueda de una 
facilidad de cultivo. El mejoramiento puede hacerse sobre las condiciones exteriores de 
cultivo (factores extrínsecos) o por selección, sobre el patrimonio hereditario del vegetal 
(factores intrínsecos) (Ferraro et al., 2012). 
 
LA BIOTECNOLOGÍA PARA LA MEJORA 
La biotecnología vegetal es la aplicación de la ciencia y la ingeniería al uso directo de 
plantas, sus partes o sus productos, en sus formas naturales o modificadas; y es un grupo 
de técnicas, desarrolladas a través de investigación básica, que usan procesos biológicos 
para solucionar problemas o generar productos útiles (Rocha, 2004). Dentro de las familias 
de técnicas más empleadas en biotecnología vegetal se incluyen el cultivo de tejidos y las 
diversas metodologías aplicables a través de él (poliploidización, mutagénesis, 
transformación genética), el desarrollo y uso de marcadores moleculares, la identificación 
y aislamiento de genes, la generación y uso de bioreactores, la ingeniería metabólica, y 
recientemente genómica, proteómica, metabolómica y bioinformática (Rocha, 2006). 
Los efectos beneficiosos de la biotecnología vegetal en la mejora y la producción de cultivos 
económicamente importantes están bien establecidos, y como se ha mencionado, tiene un 
gran impacto en la conservación de la biodiversidad también. Los avances en la 
biotecnología, especialmente en el cultivo in vitro y biología molecular han llevado a la 
generación de una nueva categoría de germoplasmas (Pathak y Abido, 2014), consistentes 
en el desarrollo de nuevos materiales mejorados. En este sentido, la biotecnología ha 
demostrado ser una eficiente y útil herramienta para la selección, desarrollo y preservación 
de PAM de alta calidad, proporcionando asimismo una fuente alternativa de producción de 
sus importantes compuestos (El Meskaoui, 2013). 
Los métodos biotecnológicos, tales como el cultivo de tejidos o células vegetales, son 
técnicas aplicables y útiles para la conservación ex situ y su desarrollo. Por su parte, los 
métodos clásicos de propagación de plantas también son aplicables, pero tienen ciertas 
limitaciones en cuanto a la rápida producción y su conservación a largo plazo, en 
comparación a los biotecnológicos (Pathak y Abido, 2014). 
El cultivo de tejidos es, posiblemente, una de las técnicas más extendidas de la 
biotecnología vegetal, siendo una herramienta muy útil en los programas de mejoramiento, 
ya que tiene el potencial de producir plantas de calidad uniforme a escala comercial, a partir 
de un genotipo selecto y con una tasa de multiplicación ilimitada (Olmos et al., 2010). 
Debido a esto, esta técnica ha sido ampliamente aceptada como herramienta 
biotecnológica para la propagación de plantas de importante interés agronómico como las 
PAM (Chaturvedi et al., 2007; Debnath et al., 2006), donde a través de su aplicación se 
genera un conjunto de posibilidades que abarcan desde no sólo mejorar la producción de 
compuestos de interés mediante la aplicación de biotécnicas, hasta una oportunidad para 
hacer frente a la crítica situación de muchas especies, que han llegado a estar amenazadas 
e incluso en peligro de extinción. Además, no sólo es posible la producción masal de plantas 
y la propagación masiva de los productos desarrollados, sino que también se posibilita el 
Jesica Iannicelli - 2016 
 
51 
 
estudio y caracterización de la biología del desarrollo de las mismas (Iannicelli et al., 2012; 
Escandón, 2010). 
Por este motivo se ha incrementado la importancia de su utilización en este grupo de 
plantas, debido a las ventajas que provee su aplicación sobre los métodos convencionales 
de propagación vegetativa, que sufren de varias limitaciones (El Meskaoui, 2013).  
 producción de compuestos útiles en ambientes físicos y químicos controlados e 
independientes de los cambios climáticos o las condiciones del suelo;  
 almacenamiento de los cultivos durante largos períodos;  
 posibilidad de cultivar en biorreactores automatizados, conteniendo miles de litros 
de medio, con la mejora de la productividad y costes laborales reducidos;  
 en relativamente poco tiempo y espacio, un gran número de plantas puede ser 
producido, a partir de un solo explanto; 
 a diferencia de los métodos convencionales de propagación de plantas, especies de 
temperatura pueden ser cultivadas durante todo el año; 
 las plantas cultivadas in vitro resultan generalmente libres de enfermedades 
fúngicas y bacterianas, al ser mantenidas en ambientes asépticos. La eliminación 
de virus y el mantenimiento libre de ellos también puede ser conseguidos a través 
de determinadas técnicas de cultivo de tejidos; 
 la tasa de multiplicación obtenida es mucho mayor; 
 en condiciones in vitro, a menudo se producen diferentes cantidades y perfiles de 
metabolitos secundarios. Además, la producción puede ser más reproducible y 
fiable.  
Diferentes estrategias utilizando sistemas in vitro, han sido estudiadas ampliamente para 
mejorar la producción de compuestos químicos, lo que ha producido un significativo 
progreso en el uso de cultivo de tejidos con fines de alterar las vías de biosíntesis de 
diversos metabolitos (Dhooghe et al., 2011; Rocha, 2006; Debnath et al., 2006). Bajo este 
marco es importante resaltar que la combinación del cultivo in vitro de tejidos con la 
aplicación de agentes mutagénicos, amplifica significativamente la capacidad de generar 
variabilidad genética de esta técnica y así alcanzar la mejora deseada. 
 
Por otra parte, el conocimiento de la diversidad genética de los materiales bajo estudio es 
una condición necesaria para mejorar la eficiencia de los programas de mejoramiento y 
conservación. Los marcadores moleculares basados en la técnica de PCR han demostrado 
ser herramientas poderosas para estimar la diversidad genética y su distribución en las 
poblaciones, establecer las distancias genéticas entre los individuos involucrados, realizar 
estudios de mapeo cromosómico, y definir patrones de identificación genética con fines de 
conservación y uso del recurso genético (Escandón et al., 2010; Rocha, 2006). 
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EL CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS 
El cultivo de tejidos –en su acepción amplia– puede ser definido como un conjunto muy 
heterogéneo de técnicas que presentan en común el hecho de que un explanto (una parte 
separada del vegetal que pueden ser protoplastos, células, tejidos u órganos) se cultiva 
asépticamente en un medio artificial de composición química definida y se incuba en 
condiciones ambientales controladas. La imprecisión de esta definición puede generar 
muchas polémicas, pero es actualmente aceptada (Mroginski et al., 2010). 
Para el establecimiento de los cultivos es necesario tener en cuenta algunos aspectos 
generales comunes relacionados con el explanto, la asepsia, el medio de cultivo, las 
condiciones de incubación y los procesos de oxidación. 
 Explanto. Varios factores deben ser tenidos en cuenta en la elección del explanto 
apropiado para el establecimiento de los cultivos in vitro, entre ellos:  
-el objetivo del cultivo;  
-la posibilidad de contaminación con microorganismos, tratando de cultivar explantos de 
plantas donantes que crecen en condiciones de invernadero, con lo que se reduce 
sustancialmente las tasas de contaminación;  
-la edad fisiológica, aspecto de gran influencia en la morfogénesis, pudiéndose decir 
como regla general que cuando más joven e indiferenciado se encuentre el explanto a 
cultivar, mejor será su respuesta in vitro. Es por ello que los meristemas apicales y axilares 
son ampliamente usados en numerosas especies; 
-tamaño, en general cuanto más grande sea el explanto mayores serán las posibilidades 
de inducir la proliferación de callos o la regeneración directa de órganos. Sin embargo, a 
mayor tamaño de explanto también son mayores las probabilidades de que los cultivos se 
contaminen con microorganismos. También es necesario tener en cuenta que existe un 
tamaño mínimo del explanto, que depende de la especie y del material vegetal, por debajo 
del cual no es fácil lograr el establecimiento de los cultivos (Mroginski et al., 2010). 
 Asepsia. Uno de los principales problemas que se presentan cuando se tratan de 
establecer los cultivos es el de la contaminación de los mismos con diversos tipos de 
microorganismos (hongos, levaduras, bacterias, fitoplasmas, virus). El ambiente generado 
por explanto-medio de cultivo-condiciones físicas de incubación es altamente propicio para 
la proliferación de muchos de estos microorganismos que pueden provocar la destrucción 
de los cultivos. Es difícil cuantificar el impacto de estas pérdidas, pero en promedio, en 
laboratorios dedicados a la micropropagación se lo puede estimar en alrededor del 10%. 
En el mejor de los casos, estos microorganismos no destruyen los cultivos pero compiten 
con el explanto por los nutrientes del medio de cultivo o bien lo modifican. 
Es muy difícil conseguir cultivos estrictamente asépticos dado que en la mayoría de los 
casos es altamente probable que los mismos contengan virus y fitoplasmas, por lo que en 
la práctica, cuando se refiere a cultivos asépticos, en general se quiere significar que son 
cultivos donde no se produce la proliferación de hongos y bacterias. 
Dos son las fuentes de contaminaciones: a) microorganismos presentes en el interior o en 
la superficie de los explantos y b) fallas en los procedimientos de cultivo en el laboratorio. 
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Para evitar y/o minimizar las contaminaciones de los cultivos con microorganismos es 
necesario: 
1) Conocer el material vegetal con que se trabaja y los posibles contaminantes específicos.  
2) Realizar una adecuada preparación de la planta dadora de explantos, cultivándola 
previamente, preferentemente en invernaderos y tratadas con productos químicos que 
eliminen patógenos y eventuales microorganismos endófitos. 
3) Proceder a la desinfección superficial de los explantos mediante el uso de compuestos 
químicos con el objeto de eliminar los microorganismos con el menor daño posible para el 
explanto. Si bien no es posible recomendar un procedimiento general, se puede señalar 
que el procedimiento más popularizado consiste en una doble desinfección mediante la 
inmersión de los explantos en etanol (70% v/v) durante 20-60 segundos seguido de 
hipoclorito de sodio 1 -3%, contenido en el agua de lavandina comercial, durante 3 a 30 
minutos, dependiendo de la naturaleza del explanto. Finalmente, es necesario eliminar los 
restos de estos productos mediante varios lavados con agua destilada estéril. 
4) Emplear medios e instrumentos de cultivo esterilizados, es decir, liberados 
completamente de cualquier microorganismo vivo o esporas. 
5) Cultivar los explantos en una cámara de transferencia con aire estéril (gabinete de flujo 
laminar), localizada en un ambiente limpio y no expuesta a corrientes de aire. 
6) Incubar los cultivos en cámaras o cuartos de cultivo, cerrados, libres de corrientes de 
aire y bien higienizados (Mroginski et al., 2010). 
 Medios de cultivo. Un medio de cultivo puede ser definido como una formulación de sales 
inorgánicas y compuestos orgánicos requeridos para la nutrición y manipulación de los 
cultivos (Mroginski et al., 2010). 
Aunque existen más de 50 formulaciones diferentes de medios para el cultivo in vitro de 
tejidos de varias especies de plantas, la formulación descrita por Murashige y Skoog (1962), 
conocido como medio MS es la que se utiliza con mayor frecuencia y casi de manera 
universal, aunque a veces con pequeñas modificaciones (Rout et al., 2000). Las 
formulaciones de los medios B5 (Gamborg et al., 1976) y WPM (Lloyd y McCown, 1980) 
también son muy utilizadas.  
Básicamente, los medios de cultivo se componen de compuestos que suministran: 
-Fuente de carbono. Prácticamente todos los cultivos son heterótrofos (comparativamente 
unos pocos son autótrofos) y por ende necesitan del suministro de una fuente de carbono. 
La sacarosa, en concentraciones de 2 al 5%, es el azúcar más utilizado (Mroginski et al., 
2010). 
Nutrientes minerales. Los medios de cultivo deben suministrar los mismos macro y 
micronutrientes que son esenciales para el crecimiento de las plantas enteras. Los 
macronutrientes N, P, K, Ca, Mg, y S se requieren en todos los medios de cultivos, pero sus 
concentraciones óptimas pueden variar según las especies. Aunque las células vegetales 
en cultivo pueden crecer con sólo nitratos, se obtienen mejores resultados y el pH es más 
estable (5,0 a 6,0) cuando el medio contiene tanto iones nitrato como amonio. Los 
micronutrientes requeridos en trazas incluyen Fe, Mn, Zn, B, Cu, Cl, Mo, y Ni. El hierro se 
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añade normalmente en forma de quelatos para evitar su precipitación y facilitar la absorción. 
Co, I y Na se incluyen también en algunos medios (Mroginski et al., 2010).  
Sustancias vitamínicas. Las plantas enteras sintetizan todas las vitaminas necesarias para 
su normal crecimiento y desarrollo, pero vitaminas específicas, como tiamina (B1), ácido 
nicotínico (B3), piridoxina (B6), y mioinositol son generalmente adicionadas a los cultivos 
(Mroginski et al., 2010). 
Sustancias reguladoras del crecimiento. En la mayoría de los casos los medios utilizados 
para el establecimiento de los cultivos contienen auxinas: ácido naftalenacético (ANA), 
ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), ácido indolacético (AIA), ácido indolbutírico (IBA); y/o 
citocininas: bencilaminopurina (BA), kinetina (KIN), zeatina (ZEA), 2-isopentenil-adenina 
(2iP), thidiazurón (TDZ). Las giberelinas (especialmente GA3) son requeridas en algunas 
ocasiones. Los niveles y tipos de reguladores del crecimiento en el medio de cultivo 
determinarán en gran medida el éxito del cultivo de tejidos. La formación de raíces, la 
iniciación de brotes y el proceso de diferenciación de tejidos a partir de callos, están 
estrechamente regulados por las concentraciones relativas de auxinas y citocininas en el 
medio. Relaciones de auxina:citocinina de ≈10 suelen producir un rápido crecimiento de 
callos, una proporción de ≈100 favorece el desarrollo de raíces y una relación de ≈4 
favorece el desarrollo de brotes (Murashige, 1980). 
Agente gelificante (en el caso de medios semisólidos). El agar (entre 0,6 y 1%) es el 
compuesto más utilizado. 
Otros compuestos. Muchas sustancias, de variada composición química, suelen ser 
adicionadas a los medios básicos. En ocasiones es necesaria la incorporación de agentes 
antioxidantes como ácido ascórbico/ascórbico o polivinilpirrolidona, para prevenir el 
ennegrecimiento tisular causado por la oxidación de polifenoles presentes en los explantes. 
Este ennegrecimiento puede causar la muerte de los mismos. El carbón activado también 
suele ser incorporado al medio, dado que es probable que absorba metabolitos tóxicos para 
los cultivos (Mroginski et al., 2010). 
 Condiciones ambientales para la incubación. La incubación de los cultivos se debe llevar 
a cabo en condiciones controladas. Por lo menos en lo que se refiere a temperatura, calidad 
e intensidad de luz, fotoperíodo, humedad atmosférica e higiene. Estas condiciones se 
logran con el empleo de cámaras climatizadas o cuartos especialmente preparados con aire 
acondicionado (frío-calor) y una buena y uniforme circulación de aire en el interior y dotados 
de un buen sistema de alarma para cortar la iluminación en caso de no funcionar el aire 
acondicionado. En general, los cultivos son incubados a temperatura constante de 25-28 
ºC, con ciclo de luz/oscuridad de 16/8horas. La luz es generalmente provista por lámparas 
fluorescentes del tipo «luz día» con una irradiancia de entre 50 y 200μmol m-2s-1. La 
humedad atmosférica debe ser elevada (80-90%) (Mroginski et al., 2010). 
 
 Amarronamiento y oxidación de los tejidos. Muchas plantas son naturalmente ricas en 
compuestos polifenólicos que son comúnmente considerados como agentes inhibidores. 
En la mayoría de los casos, los explantos y los medios se vuelven amarronados como 
resultado de la oxidación de los polifenoles exudados por los explantos. Si esta oxidación 
no es contenida, puede llevar a la pérdida de los explantos por necrosis de los tejidos. Para 
esto, como recién se mencionó, se pueden incorporar diferentes agentes antioxidantes o 
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adsorbentes, aunque como una primera medida, antes del agregado de sustancias, es 
preferible la remoción del medio y realización de subcultivos a medio fresco de a cortos 
plazos (Rout et al., 2000). 
 
Etapas del cultivo in vitro de tejidos  
El cultivo de tejidos en condiciones in vitro presenta cuatro etapas principales: 1) 
establecimiento del cultivo, 2) desarrollo y multiplicación de brotes o embriones, 3) 
enraizamiento y 4) aclimatación de las plántulas. Generalmente, las etapas de 
enraizamiento y aclimatación pueden combinarse en condiciones ex vitro. 
En algunos casos tiene importancia considerar una etapa previa (Etapa 0) que es la etapa 
de preparación de los explantos para el establecimiento (Olmos et al., 2010). 
 
Etapa 0: Preparación del material vegetal 
La correcta elección y preparación del explanto incide directamente sobre la calidad del 
mismo y su respuesta frente a los dos principales problemas que afectan al establecimiento 
del cultivo, que son la contaminación con microorganismos y la oxidación del explanto.  
Los factores que influyen sobre la calidad del explanto son: el tipo de órgano que sirve como 
explanto, la edad ontogénica y fisiológica del mismo, la estación en la cual se colecta el 
material vegetal, el tamaño y el estado sanitario general de la planta donante. 
A fin de lograr explantos de óptima calidad es conveniente hacer crecer las plantas 
donantes por un tiempo mínimo en condiciones de invernáculo. De esta forma es posible 
incidir directamente sobre el estado sanitario y la calidad de los explantos mediante el 
control de la intensidad lumínica, temperatura y agentes antifúngicos (Olmos et al., 2010). 
Etapa 1: Establecimiento del cultivo 
El objetivo de esta etapa es establecer cultivos viables y asépticos. El éxito está 
determinado por la calidad del explanto a utilizar. En esta etapa los principales procesos a 
controlar son la selección, el aislamiento y la esterilización de los explantos. 
Los materiales que demuestran tener mayor capacidad regenerativa son los obtenidos de 
tejidos meristemáticos jóvenes, ya sean yemas axilares o adventicias, embriones o semillas 
en plantas herbáceas y aquellos tejidos meristemáticos que determinan el crecimiento en 
grosor, como el cambium en las plantas leñosas. 
En este sentido, es importante señalar que el empleo de yemas adventicias (también 
llamadas yemas formadas de novo) está asociado con una mayor probabilidad de 
ocurrencia de variantes somaclonales respecto de los sistemas de propagación basados 
en la regeneración a partir de yemas axilares o embriones somáticos (Olmos et al., 2010; 
Bhatia et al., 2009). Este tema se desarrollará en profundidad más adelante. 
La desinfección superficial incluye varios pasos: el lavado de los explantos con agua 
corriente, el empleo de etanol al 70%, seguido de concentraciones variables de hipoclorito 
de sodio (0,5 a 1,5% de cloro activo) con unas gotas de tensoactivos para favorecer su 
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penetración y actividad. Posteriormente, los explantos deben ser enjuagados al menos tres 
veces con agua destilada estéril (Olmos et al., 2010). 
Etapa 2: Multiplicación 
El objetivo de esta etapa es mantener y aumentar la cantidad de brotes para los nuevos 
ciclos de multiplicación sucesivos (subcultivos) y poder destinar parte de ellos a la siguiente 
etapa de producción. 
Como ya se mencionó, la organogénesis puede darse en forma directa o indirecta, y esta 
última implica la formación de callo. En general, la organogénesis conduce a la producción 
de vástagos unipolares a los que se hace enraizar en etapas sucesivas. 
Los medios de cultivo, los reguladores de crecimiento como auxinas, citocininas y 
giberelinas y las condiciones de crecimiento juegan un papel crítico sobre la multiplicación 
clonal de los explantos. 
La organogénesis puede darse por inducción de yemas axilares o adventicias. La inducción 
de yemas axilares comprende la multiplicación de yemas preformadas, usualmente sin 
formación de callo. La inducción de yemas adventicias, en cambio, comprende la inducción 
de tejido meristemático localizado mediante un tratamiento con reguladores de crecimiento, 
conduciendo a la diferenciación del primordio y desarrollo del vástago. La principal 
desventaja del primer método es que el número de yemas axilares por explanto limita la 
cantidad de vástagos. Esto se ve compensado, sin embargo, por un aumento en la tasa de 
multiplicación con los sucesivos subcultivos. La formación de yemas adventicias ofrece 
mayor potencial para la producción de vástagos, ya que ocurre en sitios distintos al de los 
meristemas. 
La etapa de multiplicación generalmente comprende dos períodos, la fase de inducción y la 
fase de multiplicación propiamente dicha. La primera implica favorecer la desdiferenciación. 
En la segunda se favorecen los procesos de diferenciación y multiplicación celular. Ambas 
fases pueden comprender el uso de un mismo regulador, o bien pueden implicar la 
utilización de diferentes tipos en cada etapa. 
Los tipos de reguladores, sus combinaciones y rangos de concentraciones deben ser 
optimizados para cada especie, genotipo y etapa de multiplicación determinada. Las 
condiciones de incubación de los cultivos in vitro dependen de las especies con que se 
trabaje (Olmos et al., 2010). 
Etapa 3: Enraizamiento  
En esta etapa se produce la formación de raíces adventicias. En las especies herbáceas es 
relativamente fácil mientras que en muchas especies leñosas resulta más complicada por 
su limitada capacidad rizogénica. 
El enraizamiento puede realizarse tanto en condiciones in vitro como ex vitro (Olmos et al., 
2010).  
 En el primer caso, en condiciones in vitro, pueden emplearse varios tipos de sustratos y 
reguladores de crecimiento (principalmente auxinas) para promover la rizogénesis. Los 
sustratos incluyen: medio solidificado con agar, perlita y/o vermiculita humedecidas con 
medio nutritivo o agua. 
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Comúnmente, a fin de proceder a su enraizamiento, los vástagos de buen tamaño 
provenientes de la etapa de multiplicación y provistos de al menos 4-5 yemas, se colocan 
durante periodos cortos en medio o soluciones con auxinas, siendo el IBA la auxina más 
utilizada. Aproximadamente 20 días después del tratamiento de inducción, es posible la 
obtención de una adecuada cantidad de raíces funcionales que permitan continuar hacia la 
etapa de aclimatación.  
Es importante acentuar que el uso de auxinas a elevadas concentraciones es 
contraproducente porque induce la formación de callo en la base de las estacas, que 
conduce al establecimiento de conexiones vasculares interrumpidas entre raíces y 
vástagos. Por ello para cada cultivo es necesario optimizar un protocolo de rizogénesis que 
minimice la formación de callo y maximice la tasa de rizogénesis y supervivencia de las 
plantas. 
 El enraizamiento ex vitro permite que el enraizamiento y aclimatación se logren 
simultáneamente y que raramente se forme callo en la base de las estacas, asegurando así 
una conexión vascular continua entre el vástago y la raíz. Sin embargo, el estrés asociado 
a la transpiración acelerada de las plantas durante las etapas iniciales del trasplante puede 
reducir considerablemente la tasa de supervivencia. 
Bajo condiciones ex vitro se utilizan diferentes sustratos, mezclas de tierra y arena y/o 
abonos, los cuales convienen que estén debidamente desinfectados (Olmos et al., 2010). 
Etapa 4. Aclimatación  
Durante el período de incubación, los cultivos son expuestos a condiciones ambientales 
disímiles al ambiente externo. La atmósfera interna se caracteriza por presentar una 
considerable variación diurna en la concentración de CO2, humedad relativa elevada, 
temperatura constante e intensidad lumínica baja. A su vez, el medio de cultivo compuesto 
por concentraciones elevadas de azúcares, sales y reguladores del crecimiento, sumado a 
la ausencia de microorganismos, generan anormalidades morfológicas, anatómicas y 
fisiológicas que las plantas deberán corregir cuando son transferidas al ambiente externo. 
Este período de adaptación al nuevo hábitat es llamado fase o etapa de aclimatación. La 
estrategia a implementarse durante el mencionado ciclo deberá contemplar el control 
minucioso de los parámetros ambientales (humedad, temperatura y luz) de tal manera que 
permita disminuir la deshidratación y, al mismo tiempo, estimular la fotosíntesis con el objeto 
de generar un rápido crecimiento de los plantines. 
El retraso en el desarrollo de la cutícula y la escasa funcionalidad del aparato estomático 
que presentan las hojas de la mayoría de las especies cultivadas in vitro, determinan una 
alta tasa de transpiración que puede ocasionar la muerte por deshidratación. El control de 
este proceso fisiológico es de vital importancia durante la aclimatación, teniendo en cuenta 
que la disminución de la transpiración será gradual y dependerá de la rehabilitación de los 
estomas, así como también del desarrollo de la cutícula. 
El equipamiento necesario estará sujeto a la especie, pudiendo utilizarse desde túneles de 
polietileno para plantas que posean un elevado control de la transpiración o bien, a través 
del empleo de cámaras climatizadas equipadas con sensores que permiten un descenso 
paulatino de la humedad relativa. Resulta imprescindible evitar la exposición a temperaturas 
extremas tanto en la fase aérea como en el sustrato. 
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Otro aspecto importante a tener en cuenta lo constituye la elección del sustrato, siendo el 
adecuado aquel que permita el normal crecimiento y desarrollo de las raíces. Se puede 
emplear: arena, perlita, turba, vermiculita, o mezclas de ellos, teniendo la precaución de 
realizar una esterilización previa (Olmos et al., 2010). 
 
Sistemas de propagación in vitro de plantas 
En condiciones de cultivo in vitro, las células somáticas pueden regenerar embriones o 
brotes, raíces y/o flores como respuesta a un determinado estímulo (Figura 18), a través de 
diferentes vías (Radice, 2010; Rout et al., 2000; Roca y Mroginsky, 1993). 
 
Proliferación de yemas axilares o apicales (yemas preexistentes) 
En este caso, las condiciones in vitro estimulan el desarrollo de dichas yemas permitiendo 
la formación de una planta por cada yema, a través del proceso de organogénesis directa. 
El método más común es aislar meristemas organizados como los ápices de los brotes o 
las yemas axilares e inducirlos a desarrollar en plantas completas, constituyendo un sistema 
de propagación que se conoce comúnmente como micropropagación.  
La eficiencia de este sistema estriba en que el número de plantas obtenidas está 
determinado por el número de yemas axilares preexistentes en el inóculo; por otro lado, el 
sistema presenta la ventaja de que es esperable que los individuos regenerados mantengan 
la estabilidad genética. 
 
Proliferación de tejidos desdiferenciados 
Resulta posible regenerar brotes o yemas a partir de tejidos vegetales denominados callos. 
Un callo es una masa de células desdiferenciadas, más o menos organizadas, obtenidas a 
partir de un explanto cultivado in vitro. 
Inducción del callo. Si en el explanto aislado sólo existen células diferenciadas, es necesario 
producir una desdiferenciación, antes de que tenga lugar la división celular, siendo las 
células parenquimáticas las que generalmente pueden sufrir este proceso. 
La desdiferenciación juega un papel muy importante, ya que permite a las células maduras 
de un explanto de una planta adulta presentar una redefinición. En este proceso, las células 
adultas son capaces, de forma temporal, de pasar desde su forma adulta a su forma juvenil 
(rejuvenecimiento). Este rejuvenecimiento puede tener consecuencias muy importantes: las 
células rejuvenecidas, si se comparan con las células adultas, presentan un mayor 
crecimiento y potencial de división; las células rejuvenecidas son capaces, en 
circunstancias especiales, de regenerar órganos y/o embriones.  
Después de la desdiferenciación, las células pueden empezar a dividirse de forma intensiva, 
bajo la influencia de algunos factores como los reguladores de crecimiento que puedan 
existir en el medio; así se forma un tumor, denominado callo. Un callo es en principio un 
tejido no organizado y poco diferenciado; sin embargo, se pueden encontrar tejidos 
Jesica Iannicelli - 2016 
 
59 
 
diferenciados en agregados grandes de tejido calloso, por esto dista de ser algo 
homogéneo, al estar conformado por dos tipos de tejido. 
La diferenciación de órganos a partir de callos, denominada organogénesis indirecta, estará 
condicionada a la previa formación de los meristemoides, que darán lugar a la generación 
de brotes de novo. 
 
Formación de embriones somáticos 
Finalmente, si se induce la formación de embriones somáticos, este proceso se denominará 
embriogénesis directa. Este sistema es teóricamente más eficiente dado que un gran 
número de embriones somáticos pueden obtenerse una vez que todo el proceso haya sido 
estandarizado. Sin embargo, el proceso para obtener los embriones suele ser muy 
complejo. 
 
Figura 18. Esquema de los diferentes procesos morfogénicos obtenidos a partir de la siembra in vitro 
de diferentes explantos. Las líneas continuas expresan organogénesis o embriogénesis directa 
mientras que las líneas quebradas indican que la morfogénesis se obtiene por vía indirecta. Tomado 
de Radice (2010). 
Las PAM y el cultivo in vitro de tejidos. Antecedentes 
El desarrollo de un protocolo completo para la regeneración de plantas de Rauwolfia 
serpentina a partir de callos, reportado por Chaturvedi (1968), fue el punto de partida para 
la propagación in vitro de las PAM. Unos años más tarde, la propagación de Dioscorea 
floribunda (Chaturvedi, 1975) se convertiría en el mayor ejemplo de cómo la propagación 
masiva in vitro de plantas incrementa las posibilidades de multiplicación a gran escala en 
comparación a los métodos convencionales de propagación (Chaturvedi et al., 2007). 
Desde entonces, para el cultivo in vitro de las PAM se ha reportado la aplicación de las tres 
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metodologías antes descriptas. Pero por cuestiones inherentes a este trabajo de tesis, se 
hará enfoque en las dos primeras. 
Para la propagación en las PAM, así como en otras especies vegetales, en función de 
disminuir la probabilidad de variabilidad genética, se utiliza mayormente la propagación por 
esquejes o meristemas y la formación de brotes sin la intervención de una fase de callo, 
cuestiones que se abordarán más adelante. Sin embargo, la aplicación de la vía por 
organogénesis indirecta para la regeneración in vitro también es muy utilizada para 
propagar las PAM, y es, asimismo, el paso más importante para el éxito de las 
intervenciones basadas en biotécnicas (Gonçalves y Romano, 2013). 
La micropropagación de numerosas PAM ha sido descripta por diferentes autores durante 
las últimas cuatro décadas mediante la rápida proliferación de brotes a partir de ápices y 
yemas axilares, a los fines de acelerar y optimizar la producción de plantas y metabolitos 
(Rocha, 2006). Algunas de las especies se citan a continuación:  
Atropa belladona (Benjamin et al., 1987); Catharanthus roseus (Furmanowa et al., 1986); 
Dioscorea deltoidea (Furmanowa et al., 1984), D. floribunda (Chaturvedi, 1975); Lavandula 
dentata (Sudria et al., 1999), Lippia alba (Gupta et al., 2001), L. integrifolia (Passera y 
Ambrosetti, 1999), L. junelliana (Juliani et al., 1999); Minthostachys mollis (Chebel et al., 
1998); Rauwolfia serpentina (Chaturvedi, 1968); Valeriana wallichii (Mathur et al., 1988); 
Zingiber officinale (Hosoki y Sagawa, 1977). 
 
Y más recientemente en la última década, con fines de ser la base para la aplicación de 
otras técnicas in vitro para obtener una mejora en el material, así como con fines de 
conservación, finalidad que ha venido ganando más y más importancia debido a la situación 
de riesgo y/o amenaza (Pathak y Abido, 2014), se han reportado las siguientes especies: 
Achyrocline fláccida (Bonnecarrère et al., 2009), A. satureioides (Gatusso et al., 2007); 
Agastache rugosa (Zielinska et al., 2011); Artemisia vulgaris (Govindaraj et al., 2008); 
Bacopa monnieri (Escandón et al., 2006); Centella asiatica (Kaensaksiri et al., 2011); 
Curcuma longa (Kharade et al., 2014); Hedeoma multiflorum (Diaz et al., 2010); Helichrysum 
italicum (Morone-Fortunato et al., 2010); Lavandula pedunculata (Zuzarte et al., 2010); L. 
dentata (Echeverrigaray et al., 2005); Lippia dulcis (Urrea et al., 2009), L. filifolia (Pereira 
Peixoto et al., 2006); Melissa officinalis (Ghiorghita et al., 2005); Pogostemon cablin (Jin et 
al., 2014); Salvia fruticosa (Arikat et al., 2004), S. officinalis (Avato et al., 2005); Scoparia 
montevidensis (Escandón et al., 2005a); Thymus satureioides (Aicha et al., 2013; Mendes 
et al., 2013); Varronia curassavica (Vieira Santos et al., 2013). 
 
Asimismo, se ha reportado la propagación via organogénesis indirecta de:  
Achyrocline fláccida (Bonnecarrère et al., 2009); Centella asiatica (Patra et al., 1998); 
Lavandula vera (Tsuro et al., 2000), L. angustifolia (Falk et al., 2009; Ghiorghiţă et al., 2009); 
Mentha arvensis (Shasany et al., 1998); Pogostemon cablin (Jin et al., 2014); Rosmarinus 
officinalis (Caruso et al., 2000); Vitex trifolia (Samantaray et al., 2013); Valeriana wallichii 
(Mathur et al., 1991). 
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El cultivo de tejidos para la mejora de las PAM 
Como se ha mencionado recientemente, el cultivo de tejidos es una poderosa herramienta 
para los fines de conservación y protección de germoplasma (Pathak y Abido, 2014; Cruz 
et al., 2013).  
Pero, principalmente, el cultivo de tejidos es un punto de partida para el alcance de una 
posterior mejora y desarrollo de las diferentes PAM. Entendiéndose por mejora a la 
obtención de incrementos en el tenor de principios activos, esta mejora puede ser 
alcanzada por dos estrategias: la manipulación de cuestiones inherentes al cultivo y la 
posterior aplicación de otras biotécnicas, que tomen como punto de partida el desarrollo y 
las condiciones de cultivo in vitro. 
 
Manipulación de cuestiones inherentes al cultivo 
La manipulación del ambiente de cultivo ha resultado ser muy eficaz para lograr la 
modificación y/o aumento en la acumulación de los productos activos. La expresión de las 
vías de diversos metabolitos secundarios puede ser fácilmente alterada por factores 
externos tales como: los niveles de nutrientes, factores de estrés, los reguladores de 
crecimiento, la luz, etc. Muchos de los componentes de los medios de cultivo vegetales son 
determinantes para el crecimiento y la acumulación de metabolitos secundarios 
(Ramachandra Rao y Ravishankar, 2002). 
 Niveles de azúcares. Los niveles de sacarosa han mostrado efectos en la producción de 
metabolitos secundarios, aumentando sus niveles conjuntamente se incrementa la cantidad 
de sacarosa adicionada (Prasad et al., 2012; Liu y Cheng, 2008; Ellis et al., 1996; Misawa, 
1985). 
 Niveles de minerales. Los medios de cultivo, tales como MS, LS o B5 tienen tanto nitrato 
como amonio como fuente de nitrógeno. Sin embargo, la relación entre el amonio/nitrato-
nitrógeno y los niveles de nitrógeno total han demostrado que afectan notablemente la 
producción de metabolitos (Prasad et al., 2012; Liu et al., 2003; Zhong y Wang, 1998; Kaul 
y Hoffman, 1993)  
 Reguladores de crecimiento. La concentración de los reguladores de crecimiento es a 
menudo un factor crucial en la acumulación de metabolitos. El tipo y la concentración de 
auxina o citocinina o la relación entre ellas, altera drásticamente tanto el crecimiento como 
la formación de productos. Las citocininas han mostrado diferentes efectos, dependiendo 
del tipo de metabolito y las especies en cuestión (Zielinska et al., 2011; Affonso Ribeiro et 
al., 2009; Avato et al., 2005; Sudria et al., 1999). 
 
Aplicación de biotécnicas 
El cultivo in vitro de tejidos vegetales es quizás la herramienta biotecnológica más utilizada, 
especialmente para la propagación en gran escala de plantas, pero también, ajustando 
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ciertos aspectos del protocolo es posible aplicarla como una herramienta para el 
mejoramiento vegetal.  
 Obtención de híbridos interespecíficos. Una de las primeras aplicaciones del cultivo de 
tejidos en la agricultura lo constituyó su empleo como ayuda para la obtención de híbridos 
derivados de cruzamientos interespecíficos, donde se produce el aborto temprano de 
embriones. 
 Inducción de variación somaclonal. Haciendo combinaciones con las hormonas 
vegetales es posible generar variabilidad genética a través del cultivo de tejidos (Nimisha 
et al., 2012; Rai et al., 2012; Shirani Birabadi et al., 2010; Ngezahayo et al., 2007; Leroy et 
al., 2001). 
 Transformación genética. La transformación genética de plantas ha dado lugar a una 
mejor comprensión de los mecanismos implicados en la regulación de los genes. Pero 
principalmente, la transferencia de genes ha permitido la introducción de genes extraños, o 
genes híbridos diseñados específicamente, en los genomas de plantas huésped, creando 
así nuevas variedades con características específicas, como la producción de determinados 
metabolitos, pre-existentes o no en la planta, incrementos en su producción, y diversos 
aspectos relacionados con la resistencia a plagas, enfermedades y estrés ambiental (Rout 
et al., 2000). De esta forma, combinando las utilidades de Agrobacterium, principalmente 
A. rizhogenes al permitir la producción en masa de metabolitos, y las posibilidades de 
regeneración que brinda el cultivo de tejidos, es posible el desarrollo de plantas con mejoras 
en diferentes aspectos (Ooi et al., 2013; Tsuro e Ikedo 2011; Nava et al., 2011; Zebarjadi 
et al., 2011; Mishiba et al., 2006; Choi et al., 2004).  
 Generación de poliploides. La poliploidía artificial, inducida en condiciones de cultivo in 
vitro, generalmente mejora el vigor de las plantas o de determinadas partes de ellas, lo que 
resulta ser muy favorable cuando los órganos y/o la biomasa constituyen el producto de 
valor económico. Así, la multiplicación del genoma puede conferirle a la producción una 
mejora cualitativa en el perfil bioquímico de los metabolitos secundarios (Dhawan y Lavania, 
1996). De esta forma, la acción de agentes mutagénicos, como la colchicina, que duplican 
la cantidad de cromosomas ha permitido incrementar las cantidades de metabolitos 
secundarios producidos por gramo de tejido (Madani et al., 2015; Lin et al., 2011; 
Kaensaksiri et al., 2011; Mishra et al., 2010). 
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LOS POLIPLOIDES EN LA MEJORA GENÉTICA 
La poliploidía, definida como la posesión de tres o más juegos completos de cromosomas 
(Ramsey y Schemske 1998), ha sido un factor importante en la evolución de los eucariotas 
(Otto, 2007). Desde su descubrimiento en 1907, ha sido reconocida como un fenómeno 
importante en las plantas vasculares, y varias líneas de evidencia indican que la mayoría, 
si no todas, las especies de plantas en última instancia, tienen ascendencia poliploide 
(Wood et al., 2009). Combinando la información de las vastas bases de datos citogenéticos 
y filogenéticos de la comunidad botánica, Wood et al. (2009) han llegado a establecer que 
aproximadamente el 15% de los eventos de especiación de las angiospermas y el 31% de 
los helechos, fueron acompañados de un aumento en la ploidía. 
La poliploidía como un mecanismo de especiación ha cautivado la atención de diversos 
investigadores por varias razones: (i) a menudo se asocia con las características que 
definen a la nueva especie, el aislamiento reproductivo y la diferenciación morfológica, (ii) 
puede causar el origen saltacional de nuevas especies, y (iii) puede tener efectos profundos 
sobre la evolución del linaje posterior, debido a la duplicación del genoma (Wood et al., 
2009). 
Los poliploides pueden clasificarse como autopoliploides y alopoliploides, según su origen 
(Stebbins, 1950). Los autopoliploides se originan por la duplicación del número de 
cromosomas de una especie diploide, lo que resulta en dos (o más) pares de cromosomas 
homólogos. Los alopoliploides se obtienen después de la hibridación entre dos especies y 
la posterior duplicación cromosómica; por lo tanto, combina dos genomas distintos. 
Muchos de nuestros cultivos más importantes tienen las características de la autopoliploidía 
(por ejemplo, alfalfa y papa) o de la alopoliploidía (por ejemplo, trigo, avena, algodón, café 
y canola). Otros cultivos, como el maíz, la soja y la col, parecen haber sufrido la 
poliploidización en sus ancestros (paleopoliploides), aunque la evidencia de que esto haya 
ocurrido ha sido oscurecida por reordenamientos genómicos. Incluso el pequeño genoma 
del organismo modelo Arabidopsis thaliana parece haber sido objeto de la poliploidía en su 
historia, basado en el análisis completo de su genoma. Tal vez cada especie vegetal ha 
pasado por ciclos de poliploidía durante su evolución, aunque sólo podemos reconocer los 
eventos más recientes (Wendel, 2000). 
La poliploidía puede ser inducida por dos mecanismos: la poliploidización meiótica, que 
genera gametas 2n y la poliploidización mitótica, que se basa en la duplicación 
cromosómica de células somáticas. La generación de gametas 2n es, generalmente, el 
mecanismo natural para la formación de poliploides (Vieira et al., 2016).  
Dado que no existen poliploides naturales en todos los géneros y debido a los interesantes 
efectos que se obtienen tras la poliploidización, se han generado poliploides artificiales de 
varias especies de importancia económica en las últimas décadas. La duplicación 
cromosómica en células somáticas sugiere la presencia o acción de agentes mutagénicos, 
generándose así poliploides sintéticos (Dhooghe et al., 2011). 
Con el descubrimiento de la colchicina, un alcaloide que se extrae de las semillas y bulbos 
del azafrán silvestre Colchicum autumnale, como agente antimitótico para lograr la 
duplicación cromosómica, a fines de la década de 1930 se informaron las primeras 
aplicaciones de la poliploidización en la agricultura (Blakeslee y Avery 1937; 1939), 
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realizándose en plantas establecidas en suelo. A partir de ese momento, la colchicina fue 
el agente poliploidizante más comúnmente utilizado.  
En 1966, Murashige y Nakano (1966) informaron el primer experimento de poliploidización 
in vitro en tabaco. La propagación in vitro de plantas tiene un gran potencial para mejorar 
la eficiencia de la duplicación cromosómica dado que los cultivos in vitro ofrecen un 
ambiente más controlado y estandarizado que los tratamientos en invernáculo o campo. 
Con el desarrollo del cultivo in vitro de tejidos, se incrementó el uso de la poliploidización in 
vitro. Desde la década de 1990 en adelante, la duplicación cromosómica in vitro fue un 
método establecido y rutinario en el cultivo de tejidos vegetales (Dhooghe et al., 2011). 
 
El proceso de poliploidización in vitro 
Agentes antimitóticos usados en la duplicación in vitro de cromosomas 
La duplicación in vitro de cromosomas en plantas se puede lograr mediante la interferencia 
del ciclo celular de la planta (Figura 19). El ciclo celular puede ser interrumpido por una 
variedad de productos químicos, pero sólo aquellos que afectan al ciclo celular al final de la 
fase S y antes del inicio de la citocinesis (durante las últimas etapas de la fase M) son 
candidatos para inducir la poliploidización químicamente. 
 
Figura 19. Los diferentes puntos de acción de los agentes antimitóticos en el ciclo celular de la planta. 
Grupo 1: colchicina, vinblastina, acenafteno, dinitroanilinas (orizalina, trifluralina, benfluralina, 
etalfluralina, pendimetalina, butralina, dinitramina), fosforamiditas (amiprofos-metilo, butamifos), 
piridinas (ditiopir, tiazopir), benzamidas (propizamida), ácido benzoico (clortal de dimetilo). Grupo 2: 
carbamatos (Clorpropham, profam, carbetamida). Tomado de Dhooghe et al. (2011). 
 
La mayoría de los agentes antimitóticos son inhibidores de la metafase. En consecuencia, 
la inhibición en la separación de los cromosomas dará lugar a células con el complemento 
cromosómico duplicado. 
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Para el cultivo in vitro, la ventaja de la colchicina es que no reduce su capacidad de 
poliploidización después de haber sido esterilizada por autoclave. 
 
Metodología para la duplicación in vitro de cromosomas  
Un protocolo de duplicación in vitro de cromosomas consiste en varios procesos y aspectos 
a tener en cuenta. El proceso inicial es el tratamiento del material vegetal con agentes 
antimitóticos. Además de los diferentes agentes antimitóticos que se pueden utilizar, los 
protocolos varían en el tipo de explanto, el tiempo de exposición, la concentración, el 
método de aplicación y la técnica de confirmación (Dhooghe et al., 2011). 
 Tipo de explanto. Diferentes tipos de explantos se han utilizado con éxito: plántulas, 
segmentos nodales, brotes o meristemas apicales, callos, embriones somáticos, semillas y 
segmentos de tubérculos. La eficacia de la poliploidización depende del tipo de explanto 
(Kermani et al., 2003; Petersen et al., 2003), pero también con un mismo tipo de explanto, 
pueden existir diferencias en cuanto al éxito dependiendo de la capacidad de permeabilidad 
de los tejidos y el transporte del agente antimitótico hacia el meristema (Allum et al., 2007). 
Además del efecto de los explantos, la eficiencia depende del genotipo también (Chauvin 
et al., 2005). 
 Concentración y tiempo de exposición. La concentración y el tiempo de exposición son 
parámetros importantes, y existe una evidente interacción entre ellos. Por lo tanto, cada 
cultivo requiere de su evaluación; bajas dosis no tienen éxito, mientras que dosis 
excesivamente altas son letales. Además, las altas concentraciones o tiempos de 
exposición pueden dar lugar al redoble del número cromosómico, lo que puede resultar en 
no deseado (Allum et al., 2007). El disolvente en el que se disuelve el agente antimitótico 
también es importante, y puede contribuir al efecto y la toxicidad del tratamiento. En muchos 
estudios, los agentes antimitóticos, principalmente la colchicina, se disuelven en DMSO. El 
DMSO aumenta la permeabilidad celular y mejora la absorción de los productos químicos. 
Sin embargo, puede inducir mortalidad en las plántulas (Zhang et al., 2010b, 2007; Allum 
et al., 2007). 
 Método de aplicación. Uno de los métodos más fáciles es aplicar una solución del agente 
antimitótico directamente sobre el meristema apical de las plántulas (Kehr, 1996). 
Alternativamente, las semillas pueden ser embebidas en esta solución. Estos dos métodos 
se aplican comúnmente en condiciones in vivo; sin embargo, también se aplican in vitro 
(Rubuluza et al., 2007).  
Cuando se utilizan agentes antimitóticos en los medios de multiplicación, el procedimiento 
de poliploidización tiene que integrarse a los protocolos in vitro, incluyendo el inicio del 
cultivo y las fases de propagación. A veces, se realiza un periodo de pre-incubación in vitro 
antes de aplicar el agente antimitótico, para sincronizar las divisiones mitóticas y por lo tanto 
mejorar el efecto del agente (Chauvin et al., 2005). 
Una de las formas más comunes de utilizar la colchicina para inducir la formación de 
poliploides es en solución, dejando a los explantos en inmersión (Kaensaksiri et al., 2011; 
Rauf et al., 2006). Con este tipo de protocolo nuestro grupo de trabajo ha desarrollado 
autotetraploides de diversas especies, como un híbrido de Glandularia (G. peruviana x G. 
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scrobiculata) (González Roca et al., 2015), Mecardonia tenella (Escandón et al., 2007a), 
Bacopa monnieri (Escandón et al., 2006), Scoparia montevidensis (Escandón et al., 2005a) 
y Calibrachoa pygmaea (Hagiwara et al., 2002).  
También puede ser adicionada en solución al medio líquido – lo que también resulta en una 
inmersión (Zhang et al., 2010a; Gu et al., 2005), así como al medio semisólido (Madani et 
al., 2015; Heping et al., 2008; Kadota y Niimi, 2002; Gao et al., 1996). 
La poliploidización es a menudo inducida durante un determinado período de tiempo en 
medio líquido o semisólido, tiempo en el que se tratan las yemas o brotes con los inhibidores 
de la mitosis; luego, los nuevos brotes poliploides se cultivan en un medio de regeneración. 
La inducción exitosa siempre resulta en un compromiso entre la toxicidad y la eficacia de la 
duplicación del genoma (Meyer et al., 2009; Allum et al., 2007; Kadota y Niimi, 2002). En 
general las tasas de éxito oscilan entre el 15 y el 55%. Este gran intervalo se debe a los 
diferentes procedimientos para evaluar esta tasa; en algunos casos se calcula la tasa de 
éxito basada en el número de plantas tratadas, en otros en el número de plantas 
sobrevivientes. 
 Confirmación de la poliploidía. Varios métodos se pueden utilizar para determinar la 
poliploidía: la evaluación de parámetros morfológicos o anatómicos, citometría de flujo y 
recuento cromosómico (Dhooghe et al., 2011).  
Las observaciones de caracteres morfológicos y anatómicos para demostrar la duplicación 
cromosómica son simples, pero a menudo inexactas (Zlesak et al., 2005). Algunas de las 
características más comúnmente utilizadas son los estomas; la determinación de los 
tamaños de los estomas es simple y no requiere de caros instrumentos. Los tamaños están 
determinados por la longitud de las células guardianas de los estomas (Madani et al., 2015; 
Lin et al., 2011; Kaensaksiri et al., 2011; Mishra et al., 2010). Otra característica útil de los 
estomas es el número de cloroplastos por estoma (Zhang et al., 2010b; Ewald et al., 2009). 
Los granos de polen son otra característica que se suele medir (Dewitte et al., 2009; 
Chauvin et al., 2005). 
Aunque los parámetros morfológicos se pueden utilizar como criterios de selección 
primarios de poliploidía, la confirmación es siempre necesaria. 
La citometría de flujo es una técnica común para el análisis de la ploidía de plantas (Dolezel 
et al., 2007; Eeckhaut et al., 2005), e implica la liberación de los núcleos de las células de 
las hojas (Galbraith et al., 1983), seguida de la tinción y análisis de la cantidad de ADN a 
través de un citómetro de flujo. Esta máquina alinea los núcleos y con ayuda de una fuente 
de luz para iluminar los núcleos teñidos, detecta la fluorescencia emitida. La cantidad de 
fluorescencia en cada núcleo se correlaciona con su contenido de ADN. De esta forma, 
decenas de miles de células se pueden contar en una sola pasada. La citometría de flujo 
tiene varias ventajas en comparación con los recuentos microscópicos de cromosomas: es 
un método rápido para las evaluaciones de ploidía, permite el examen de un gran número 
de plantas, no requiere raíces o plantas aclimatadas y por lo tanto permite el análisis de las 
plantas poliploides en etapas muy tempranas. La detección temprana es importante para 
ahorrar tiempo y espacio. 
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Finalmente, el conteo de cromosomas es el método más seguro, ya que determina el 
número exacto de cromosomas (Dolezel et al., 2007). Sin embargo, este método es muy 
laborioso, ya que implica tratamientos enzimáticos específicos y microscopía de ápices de 
raíces, y como resultado, sólo un número limitado de células puede ser analizado (Bohanec, 
2003). Dhooghe et al. (2011) en su revisión señalan que la mayoría de los trabajos 
combinan la citometría de flujo con el recuento cromosómico. 
 
Efectos de la poliploidización 
Es un hecho conocido que la poliploidía puede alterar en gran medida la citología, 
bioquímica, genética, fisiología y comportamiento de los organismos (Levin, 1983). Estos 
cambios se corresponden tanto a auto como alopoliploides, pero por razones afines a este 
trabajo de tesis, su desarrollo estará enfocado en los autopoliploides. 
Consecuencias en la citología, el fenotipo y la fisiología 
El efecto más inmediato y generalizado de la poliploidía en las plantas es el aumento en el 
tamaño celular. El volumen de las células tetraploides por lo general es aproximadamente 
el doble de la de sus progenitores diploides. Debido a esto, diversos autores sugieren que 
el metabolismo y el crecimiento se ven retardados en las células poliploides a causa de 
alteraciones en las relaciones geométricas entre el núcleo y el resto de la célula (Levin, 
1983). 
Debido a los incrementos en los tamaños celulares, el efecto inmediato de la duplicación 
cromosómica son cambios morfológicos y anatómicos que llevan a modificar el fenotipo 
original, lo que resulta en aumentos en la relación del ancho / largo de las hojas, en el 
tamaño tanto de las hojas como de las flores, así como aumentos en el grosor y en el color 
de las hojas. Estas características son típicas y con frecuencia son el objetivo de la 
poliploidización (Dhooghe et al., 2011). De esta forma, los poliploides a menudo muestran 
nuevos fenotipos o exceden los rasgos presentes en sus progenitores diploides. Además 
de los cambios observados en el tamaño de órganos y de la biomasa, otros rasgos que se 
observan son una mayor tolerancia a la sequía, resistencia a plagas y mayores tiempos de 
floración. La importancia de estos cambios yace en el hecho de que podrían permitirles a 
los poliploides acceder en nuevos nichos o mejorar sus posibilidades de ser seleccionado 
para su uso en la agricultura (Osborn et al., 2003). 
Este aspecto de los poliploides, es un rasgo importante para la mejora de muchas especies 
ornamentales y/o frutales. Como ejemplos, donde se han obtenidos hojas, y principalmente 
flores de mayor tamaño se encuentran Helleborus (Dhooghe et al., 2009a), Ranunculus 
(Dhooghe et al., 2009b), Citrus (Vieira et al., 2016; Zhang et al., 2007), Rosa (Allum et al 
2007), Bacopa (Escandon et al., 2006), Zizyphus jujuba (Gu et al., 2005), Punica granatum 
(Shao et al., 2003), y todas aquellas especies que han sido trabajadas por este grupo 
Glandularia (G. peruviana x G. scrobiculata) (González Roca et al., 2015), Mecardonia 
tenella (Escandón et al., 2007a), Bacopa monnieri (Escandón et al., 2006), Scoparia 
montevidensis (Escandón et al., 2005a) y Calibrachoa pygmaea (Hagiwara et al., 2002).  
Además de los cambios en la morfología y anatomía, los poliploides también pueden exhibir 
una serie de novedades fisiológicas (por ejemplo, resistencia a estrés por sequía o 
resistencia a enfermedades) o de cultivo (por ejemplo, tiempo a floración, calidad post-
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cosecha), características que son potencialmente valiosas para el éxito comercial (Vieira et 
al., 2016; Jiang et al., 2013). Como consecuencia, los poliploides pueden adaptarse mejor 
a condiciones ecológicas más amplias (Soltis y Soltis, 2000).  
Todos estos cambios surgirían, entonces, como una consecuencia directa del incremento 
en el contenido de ADN (Ramsey y Schemske, 2002). 
Por otro lado, la duración de la mitosis está estrechamente correlacionada con la cantidad 
de ADN nuclear. En este sentido, la reducción del número de divisiones celulares durante 
el desarrollo es característico de la poliploidía. Ciertos parámetros físicos de la planta, 
incluyendo el tiempo de ciclo mitótico, la duración de la mitosis, el tamaño de los 
cromosomas y los volúmenes nucleares y celulares, están determinados por la cantidad de 
ADN por núcleo con independencia del contenido de información del ADN (Tal, 1980). 
La contribución del contenido de ADN es quizás el efecto más consistente de la 
poliploidización, y sería lo que caracteriza tanto a los nuevos como a los ya establecidos 
poliploides (Ramsey y Schemske, 2002). 
 
Dosis génica y efectos en la expresión. Alteraciones del genoma 
Aunque la duplicación cromosómica no introduce nuevo material genético y produce sólo 
copias adicionales de genes y cromosomas existentes, se pueden producir alteraciones del 
genoma después de la poliploidización (Fasano et al., 2016; Ranney 2006). Recientemente, 
Fasano et al. (2016) han señalado que la autopoliploidización puede remodelar el 
transcriptoma y el metaboloma, a través de lo que han hipotetizado como un desbalance 
en el pool de nucleótidos, lo que genera un shock en el genoma, y de esta forma la 
poliploidización tiene el potencial para modular la expresión génica. 
Aunque las causas para las alteraciones encontradas en los poliploides no se conocen del 
todo bien, diversos autores citan que se podrían ver implicados diferentes mecanismos 
como: efectos por dosage alélico, alteraciones en redes de regulaciones, rápidos cambios 
epigenéticos, rearreglos en cromosomas y pérdida de genes duplicados, los cuales podrían 
proporcionar una comprensión más completa de la poliploidía (Fasano et al., 2016; Yang et 
al., 2011; Parisod et al., 2010; Adams y Wendel, 2005; Lavania, 2005; Osborn et al., 2003).  
Efectos por dosis de alelos. La poliploidización provoca un aumento inmediato de la dosis 
de genes en todo el genoma. Con más copias de genes, la poliploidía puede aumentar o 
alterar la expresión génica, lo que afectaría potencialmente muchos rasgos fenotípicos 
(Ramsey y Schemske, 2002). Guo et al. (1996) compararon la expresión génica en 
individuos con diferentes niveles de ploidía y encontraron que muchos de los loci estudiados 
se expresaron en proporción a la dosis. De esta forma, establecieron que la poliploidía tiene 
el efecto general de incrementar los niveles de expresión génica en proporción a la dosis. 
Para un locus dado, los diploides poseen un máximo de dos alelos. El aumento de la dosis 
de genes permite albergar más alelos por locus, y por lo tanto permite que ocurra una mayor 
sobredominancia que un diploide (Ramsey y Schemske, 2002). 
En diploides, los efectos por dosis de alelos han sido observados para muchos genes, 
incluyendo genes reguladores clave de los procesos de desarrollo, tales como la 
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arquitectura de la planta, el tamaño de frutos y el tiempo de floración, y parecen ser un 
importante contribuyente al control de rasgos cuantitativos en general. Para los genes que 
sufren efectos por dosis alélica, la poliploidía aumenta la posibilidad de generar variación 
en los niveles de expresión (Figura 20) (Osborn et al., 2003). 
 
 
Figura 20. Incremento de la variación de los efectos por genes dosis-regulados en poliploides para 
un locus con dos alelos (A y a) que tienen interacción aditiva y expresión dependiente de la dosis del 
alelo A. Tres genotipos a nivel diploide pueden dar lugar a hasta nueve genotipos a nivel tetraploide. 
Los efectos fenotípicos y los niveles de expresión génica (como se muestra según la altura de las 
flechas) también pasan de tres para el diploide a cinco para el tetraploide. Los genotipos encerrados 
en cajas serían fijados por autopolinización en un tetraploide disómico donde cada genoma diploide 
contribuye dos alelos A y a, y A’ y a’. Tomado de Osborn et al. (2003). 
Este fenómeno podría no ampliar la gama de fenotipos, pero podría conducir a más clases 
fenotípicas intermedias, algunas de los cuales podrían tener ventajas selectivas.  
 
Alteraciones en redes de regulaciones. La expresión de la mayoría de los genes depende 
de redes de reguladores, tales como factores de transcripción, que se organizan en 
jerarquías. El número de reguladores en las redes de diploides es alto, pero en los 
poliploides puede ampliarse varias veces (Figura 21). En los autopoliploides el 
funcionamiento de estas redes puede alterarse al aumentarse potencialmente el número de 
diferentes reguladores que interactúan entre sí a través de un aumento en el número de 
alelos (por ejemplo A1A2A3A4 en un autotetraploide versus A1A2 en un diploide). Los efectos 
globales en la expresión de los genes al final de las cascadas regulatorias son difíciles de 
predecir debido a que algunos reguladores actúan como promotores y otros como 
inhibidores de la expresión génica. 
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Las alteraciones en las interacciones regulatorias podrían desempeñar un papel en el 
aumento del vigor asociado con la poliploidía, y con la heterosis en general (Osborn et al., 
2003). 
 
Figura 21. Aumento de la complejidad de las interacciones regulatorias en poliploides. AA representa 
un genoma diploide que da lugar al autotetraploide AAA’A’. Las flechas representan la acción de 
factores reguladores, cada uno codificado por un gen en particular, que afecta a la expresión de los 
genes X y X’ de manera jerárquica (Tomado de Osborn et al. (2003). 
 
Rápidos cambios epigenéticos. Estudios recientes también han aportado pruebas de 
cambios epigenéticos en poliploides. Los cambios epigenéticos no implican alteraciones en 
las secuencias de ADN, sino que afectan a la expresión de genes a través de procesos 
como la metilación del ADN, la modificación de las histonas y el empaquetamiento de la 
cromatina. Estos cambios podrían conducir a la represión de la expresión génica 
(silenciamiento génico) o a la expresión de secuencias reprimidas en los diploides 
(derrepresión). Además, podrían afectar a los fenotipos directamente si involucran genes 
que codifican enzimas o proteínas estructurales. Sin embargo, los cambios en los niveles 
de expresión de genes reguladores también podrían afectar a los fenotipos a través de una 
mayor variación en la expresión de genes dosis regulados o por las alteraciones de redes 
de regulaciones, como se describió anteriormente (Osborn et al., 2003). 
Otro modelo para explicar los cambios de la expresión diferencial de genes, se basa en el 
supuesto de que la menor relación entre la membrana nuclear y la cromatina resulta en una 
mayor cantidad de cromatina que entra en contacto con la membrana nuclear, 
incrementando de este modo la actividad génica (Levin, 2002). 
 
Rearreglos en cromosomas. Los rearreglos en el genoma también podrían implicar la 
reubicación de segmentos cromosómicos, lo que puede acarrear una reubicación 
asimétrica y la pérdida de loci (Parisod et al., 2010). 
Jesica Iannicelli - 2016 
 
71 
 
Metabolismo secundario y producción de compuestos de interés 
Dado que los autopoliploides surgen como consecuencia de la multiplicación directa del 
genoma, el material genético básico sigue siendo el mismo, ya que no se introduce nuevo 
material, pero con una dosis génica multiplicada, y esto puede llevar a cambios o 
alteraciones del genoma. Así, la poliploidía puede alterar la expresión génica y modificar la 
actividad enzimática por unidad de proteína (Lin et al., 2011; Xing et al., 2011; Mishra et al., 
2010). La literatura muestra muchos ejemplos en donde la poliploidía ha mostrado efectuar 
cambios en la actividad de las enzimas por unidad de proteína, tanto en sentido positivo 
como negativo, dependiendo de las especies, los genotipos y los metabolitos involucrados 
(Dhooghe et al., 2011; Lavania, 2005). 
Debido a esto, la duplicación de cromosomas genera a menudo cambios visibles en el 
metabolismo secundario. En la mayoría de los casos la poliploidía provoca un aumento en 
la concentración de metabolitos secundarios, aunque también se ha observado una 
reducción en algunos. Además, con frecuencia los perfiles químicos de los productos 
metabólicos se ven alterados, lo cual es en sí mismo el valor potencial para la mejora 
cualitativa a través de la manipulación de ploidía (Dhawan y Lavania, 1996). 
Tales cambios en el perfil metabólico de los autopoliploides por la simple duplicación del 
genoma se han interpretaron como el resultado de alteraciones en el/los mecanismo/s de 
regulación de la biosíntesis de compuestos individuales. La multiplicidad de combinaciones 
alélicas posibles en los poliploides ofrece la ventaja de producir una mayor diversidad de 
enzimas, y por lo tanto proporciona un mayor nivel de versatilidad y de homeostasis de la 
que es posible a nivel diploide (Lavania, 2005). 
De este modo la modificación en la expresión génica genera el potencial para conseguir 
nuevas variantes fitoquímicas de sumo interés. Ejemplos de cómo la autopoliploidía puede 
modificar y alterar la producción de compuestos de interés, se muestran a continuación. 
 
Aplicaciones de la poliploidización in vitro para el incremento de la producción de 
metabolitos secundarios en las PAM. Antecedentes 
La técnica de poliploidización y los incrementos en la producción de diferentes metabolitos 
secundarios a partir de su aplicación, se han venido reportando desde hace más de cinco 
décadas en distintas PAM, como muestra la Tabla 2. 
 
 
Especie 
Mejora generada en la producción de 
metabolitos secundarios por la 
poliploidización (4X) 
Referencia 
Artemisia annua  Incrementos de artemisinina. Lin et al., 2011. 
Carum carvi  
 
Incrementos en el contenido de 
aceites esenciales. 
Dijkstra y Speckmann, 
1980; Zderkiewicz, 1971. 
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Catharanthus 
roseus  
Incrementos de catharanthenos, 
vindolina y vincristina, disminución de 
vinblastina. 
Xing et al., 2011. 
Centella asiatica  Incrementos en el contenido total de 
triterpenos. 
Kaensaksiri et al., 2011. 
Chamomilla 
recutita  
Incrementos de apigenina. Svehlíková y Repcák, 2000. 
Cichorium intybus  Incrementos en compuestos fenólicos 
totales y ácido clorogénico. 
Ghotbi Ravandi et al., 2013. 
Citrus limonia Incrementos en el contenido de 
aceites esenciales. Mayor resistencia 
a estrés hídrico. 
Vieira et al., 2016. 
Datura 
stramonium  
Incrementos en la relación 
escopolamina/hiosciamina y dos 
nuevos hidroxi-tropanos isómeros. 
Berkov y Philipov, 2002. 
Dioscorea 
zingiberensis  
Incrementos en la producción de 
diosgenina y mayor actividad de 
enzimas antioxidantes. 
Zhang et al., 2010a; Heping 
et al., 2008. 
Echinacea 
purpurea  
Incrementos en ácido cafeico. Koul et al., 2010. 
Hyoscyamus 
reticulatus  
Incrementos en la producción de 
escopolamina. 
Madani et al., 2015 
Lavandula 
angustifolia  
Incrementos en el contenido de 
aceites esenciales. 
Rabotyagov y Akimov, 
1990. 
Ocimum 
kilmandscharicum  
Incrementos en el contenido de 
aceites esenciales. 
Bose y Chaudhary, 1962. 
Papaver 
somniferum  
Incrementos en el contenido de 
morfinianos. 
Mishra et al., 2010. 
Pfaffia glomerata Incrementos en el contenido de 20-
hidroxiecdisona. 
Corrêa et al., 2016; Gomes 
et al., 2014. 
Salvia miltiorrhiza  Incrementos de dashinona. Gao et al., 1996. 
Vetiveria 
zizanioides  
Incrementos en el contenido de 
aceites esenciales. 
Lavania 1988. 
 
Tabla 2. Influencia de la poliploidización en la producción de metabolitos secundarios en diversas 
PAM. 
El grupo de trabajo cuenta con una amplia experiencia en la inducción de poliploidización 
in vitro en diversas especies, en las cuales se han desarrollado autotetraploides como un 
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híbrido de Glandularia (G. peruviana x G. scrobiculata) (González Roca et al., 2015), 
Mecardonia tenella (Escandón et al., 2007a), Bacopa monnieri (Escandón et al., 2006), 
Scoparia montevidensis (Escandón et al., 2005a) y Calibrachoa pygmaea (Hagiwara et al., 
2002), y hasta un octoploide (González Roca et al., 2015). Tanto los tetraploides de 
Glandularia como de Mecardonia, fueron seleccionados como candidatos para ingresar a 
un programa de mejoramiento. 
Por otro lado, para el género Lippia no se han encontrado antecedentes del uso de esta 
técnica.  
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EL CULTIVO DE TEJIDOS Y LA VARIABILIDAD GENÉTICA 
El cultivo in vitro representa una situación de estrés para las células y tejidos vegetales y 
puede desencadenar procesos mutagénicos durante el establecimiento del explanto, la 
inducción de callo y la formación de embriones o vástagos durante el proceso de 
regeneración de plantas (Cardone et al., 2010). 
Larkin y Scowcroft (1981) llamaron variación somaclonal a los cambios ocurridos en las 
plantas regeneradas y que son transmitidos a la progenie. Los mecanismos por los cuales 
ocurre la variación somaclonal no están completamente dilucidados. Sin embargo, se han 
propuesto varias causas de posible incidencia en la ocurrencia de la misma. Entre esas 
causas se citan: el genotipo, la fuente de explanto, el tiempo en cultivo, las condiciones y 
composición del medio de cultivo y la vía de regeneración. La comprensión de estas causas 
ayudaría a mejorar la interpretación de los procesos celulares de respuesta al estrés y 
permitiría definir cómo actúan en los procesos de evolución. 
 
La estabilidad genética y los factores relacionados con la aparición de la variación 
genética. Antecedentes 
La mayor parte de la variación obtenida in vitro parecería estar relacionada al método de 
regeneración, y provenir de la fase de callo. Un callo verdadero es una masa de células 
desdiferenciadas que proliferan desorganizadamente (Cardone et al., 2010), con lo cual la 
presencia de una fase de crecimiento desorganizado en cultivo de tejidos se considera 
como uno de los factores que más influyen en la generación de variación somaclonal (Rani 
y Raina, 2000). 
En general, cuanto más se rompa la estructura organizada de la planta, mayor es la 
probabilidad de que se produzcan mutaciones (Cooper et al., 2006). 
Los mecanismos de iniciación de un callo parecen ser similares a la respuesta de las plantas 
a heridas, que se sabe que activan elementos transponibles y estimulan la inducción de 
enzimas y productos específicos de situaciones de estrés. La desdiferenciación que ocurre 
durante la inducción del callo, altera procesos celulares que resultan en cambios 
genómicos, uno de los más frecuentes es la inestabilidad cromosómica (Cardone et al., 
2010).  
Algunos de los ejemplos de la literatura que citan la ocurrencia de variación tras el pasaje 
por callo son los trabajos que se muestran a continuación:  
Jatropha curcas (Nimisha et al., 2012); Gossypium hirsutum (Jin et al., 2008); Oryza sativa 
(Ngezahayo et al., 2007; Sultana et al., 2005); Plumbago zeylanica (Sivanesan, 2007); 
Codonopsis lanceolata (Guo et al., 2006a); Pisum sativum (Kuznetsova et al., 2005); 
Brassica oleracea var. Botrytis (Leroy et al., 2001). 
 
Sin embargo, el cultivo de tejidos implica el crecimiento desorganizado en varios niveles, 
que van desde aquellos sistemas que menos perturban la organización celular, tales como 
el cultivo de ápices meristemáticos o las yemas axilares, donde se alcanza un desarrollo 
directo. En este sentido, a pesar de que la formación directa de estructuras, sin ninguna 
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fase intermedia de callo, minimiza la posibilidad de inestabilidad, la estabilidad de los 
meristemas normalmente se pierde cuando las plantas se cultivan en condiciones in vitro 
(Cardone et al., 2010; Karp 1994). 
Como ejemplos se citan los trabajos en: 
Fragaria sp (Biswas et al., 2009); Hordeum vulgare (Bednarek et al., 2007); Robinia 
ambigua var. idahoensis (Guo et al., 2006b); Musa sp. (Bairu et al., 2006; Martin et al., 2006; 
Israeli et al., 1991); Camellia sinensis (Devarumath et al., 2002); Populus tremuloides 
(Rahman y Rajora, 2001); Populus deltoides Marsh (Rani et al., 1995).   
 
Hay otros factores causantes de la aparición de variabilidad en estos sistemas, que exceden 
al método de regeneración utilizado, como son el tipo o la fuente de explanto inicial, el tipo 
y concentración de reguladores de crecimiento, el tiempo en cultivo, y/o las condiciones 
propias del cultivo in vitro (el estrés oxidativo). 
En cuanto al tipo de explanto inicial, los tejidos altamente diferenciados, tales como raíces, 
hojas y tallos generalmente son más propensos a producir más variantes que los explantos 
de yemas axilares y apicales que tienen meristemas pre-existentes (Bairu et al., 2011). Sin 
embargo, diferentes genotipos reaccionan de manera distinta, aún con explantos “seguros”. 
El cultivo de meristemas aislados minimiza el riesgo de variación, pero esto no debe 
tomarse como regla, ya que es posible detectar variación en plantas a partir de meristemas 
(Cardone et al., 2010; Biswas et al., 2009; Rani et al., 1995). 
El aumentar el número de subcultivos y su duración puede incrementar la tasa de 
variaciones, especialmente en cultivos de suspensiones celulares y callos. Durante la 
micropropagación, se logra una alta tasa de proliferación en períodos relativamente cortos 
lo que conduce a subcultivos más frecuentes. La rápida multiplicación de un tejido puede 
afectar su estabilidad genética lo que podría conducir a la variación somaclonal (Bairu et 
al., 2011; 2006; Martin et al., 2006).  
Los reguladores de crecimiento, han sido señalados como inductores de inestabilidad. 
Estos ejercen profundos efectos sobre la respiración celular, el consumo de azúcares y en 
el control de la división celular. Por ello se especula acerca de su rol indirecto en la inducción 
de cambios en el metabolismo celular y tisular de plantas creciendo in vitro (Cardone et al., 
2010; Bairu et al., 2006; Martin et al., 2006). 
Las condiciones in vitro implican la generación de estrés oxidativo, que no puede ser 
eliminado y que genera daños a las células (Bairu et al., 2011; Cassells y Curry, 2001). 
Estos autores señalan que este estrés viene dado por factores inherentes al cultivo, como 
son la definición de medio, un alto contenido de sales o una deficiencia de minerales, estrés 
hídrico, la temperatura, la disponibilidad de oxígeno o la acumulación de metabolitos 
(Cardone et al., 2010; Cassells y Curry, 2001). Además, están las cuestiones relacionadas 
con la técnica en sí, como el daño oxidativo debido a las heridas infligidas por los cortes 
durante el establecimiento de los explantos y a lo largo de los subcultivos, que no pueden 
evitarse tampoco, y los daños sobre los tejidos heridos causados por los agentes 
desinfectantes empleados en la esterilización de los explantos durante la iniciación de los 
cultivos (Cassells y Curry, 2001). 
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Aplicaciones de la variabilidad genética generada por el cultivo de tejidos 
Generalmente, la presencia de variación somaclonal en las poblaciones derivadas de 
cultivo de tejidos afecta negativamente a la utilización de esta técnica por lo que es un 
problema importante (Bairu et al., 2011). Sin embargo, y por el contrario, algunos de los 
cambios genéticos ocurridos en las plantas regeneradas pueden resultar variantes 
atractivas, con utilidad potencial en el mejoramiento vegetal para el desarrollo de nuevas 
variedades (Cardone et al., 2010). 
Algunos ejemplos en donde se la ha considerado como una fuente de nuevas y deseables 
variantes con mejores características agronómicas son los siguientes: 
Curcuma aromatica (Mohanty et al., 2008); Glycine max (Radhakrishnan y Ranjitha Kumari, 
2008); Dieffenbachia spp. (Shen et al., 2007); Eleusine coracana (Baer et al., 2007); 
Solanum tuberosum (Ehsanpour et al., 2007); Daucus carota (Cooper et al., 2006); Tulipa 
gesneriana (Podwyszynska, 2005); Musa sp. (Unai et al., 2004); Capsicum annuum 
(Hossain et al., 2003). 
 
Detección de la variación genética.  
Los mecanismos que operan para inducir variación son numerosos y diversos y, 
probablemente, actúan en simultáneo, conduciendo a cambios en caracteres cuali y 
cuantitativos. Detectar y analizar los distintos niveles de modificaciones genómicas 
generadas por cultivo in vitro reviste interés desde un punto de vista práctico, ya que las 
mismas podrían ser potentes fuentes de material para seleccionar variantes de interés y 
desde un punto de vista teórico, ya que posibilitarían realizar estudios básicos acerca de 
las causas de la variación y el posible control de la misma. 
La ocurrencia de variación somaclonal puede detectarse con marcadores morfológicos, 
moleculares y bioquímicos (Cardone et al., 2010), siendo los dos primeros los más 
comúnmente utilizados; la Tabla 3 resume las principales propiedades de ambos. 
 
Marcadores Morfológicos Marcadores Moleculares 
Influencia del ambiente Sin influencia ambiental y neutros 
Número de marcadores limitado Número de marcadores ilimitado 
Baja cobertura del genoma Amplia cobertura del genoma 
Bajo nivel de polimorfismo Alto nivel de polimorfismo 
Caracteres de madurez Análisis en fases tempranas 
Menos informativos (dominantes o 
recesivos) 
Más informativos (en general 
codominantes) 
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Tabla 3. Comparación de las propiedades de los marcadores morfológicos vs los marcadores 
moleculares. 
 
Los marcadores moleculares 
Durante las últimas 3 décadas, las estrategias clásicas para la evaluación de la variabilidad 
genética, tales como la anatomía comparativa, morfología, embriología y fisiología, 
progresivamente han sido complementadas por las técnicas moleculares, principalmente, 
con el mayor aporte derivado del desarrollo de los marcadores moleculares (Agarwal et al., 
2008). 
Los marcadores moleculares basados en ADN se definen como segmentos particulares de 
ADN que evidencian polimorfismos que puede localizarse en una región codificante o no 
codificante, y revelar la ocurrencia de cambios genéticos entre dos o más individuos y que 
idealmente son representativos a nivel del genoma completo. Dado que los polimorfismos 
son detectados a nivel de secuencia del ADN ya sea nuclear mitocondrial o cloroplástico, 
su número sería potencialmente ilimitado (Agarwal et al., 2008; Azofeifa-Delgado, 2006; 
Picca et al., 2004). Para su aplicación, el ADN extraído es digerido por enzimas específicas, 
o bien, se amplifican utilizando iniciadores definidos, o combinando ambos procedimientos. 
Los resultados son visualizados como patrones de bandas en un gel (Sánchez-Chiang y 
Jiménez, 2009).  
Las propiedades más deseables para un marcador molecular son: 1) Sensibilidad (alto 
número de fragmentos amplificados por iniciador). 2) Moderado a alto polimorfismo 
(multialélico). 3) Herencia codominante (lo que permitiría la discriminación de los estados 
homo y heterocigotos en organismos diploides). 4) Asignación inequívoca de los alelos. 5) 
Distribución frecuente y uniforme en todo el genoma. 6) Discriminante (i.e. que detecte 
diferencias entre individuos estrechamente relacionados). 7) No epistático (i.e. se puede 
leer el genotipo a partir del fenotipo, independientemente del genotipo de otros loci). 8) 
Comportamiento selectivamente neutro (i.e. sin efectos pleitrópicos, las sustituciones 
alélicas no tienen efectos fenotípicos). 9) No sujeto a influencias ambientales (i.e. ser 
independiente del ambiente en que vive el individuo o de su etapa de desarrollo). 10) 
Detectables en cualquier etapa del desarrollo. 11) Ensayos fáciles y rápidos (por ejemplo 
por procedimientos automatizados). 12) Alta reproducibilidad. 13) Intercambio sencillo de 
datos entre laboratorios. 14) Bajo costo tanto para el desarrollo de los marcadores como de 
los ensayos (Pérez de la Torre, 2011).  
Estas ventajas no implican que la información tradicional utilizada para caracterizar la 
biodiversidad no sea valiosa; por el contrario, los datos morfológicos y fisiológicos 
continuarán proporcionando información práctica y, a menudo, crítica, requerida para 
caracterizar recursos genéticos. Los métodos moleculares han tendido a complementar los 
análisis tradicionales, haciendo que el número de caracteres a analizar sea virtualmente 
ilimitado y de una resolución tal, como para detectar cambios en un único nucleótido 
(Debener, 2002).  
Entrenamiento y subjetividad Sencillos, rápidos y objetivos 
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Los marcadores moleculares difieren en muchos aspectos y por consiguiente deben ser 
elegidos y analizados diferencialmente de acuerdo al material y objetivo de estudio. Hasta 
el momento, no hay un marcador que cumpla con todos los requisitos. Sin embargo, se 
puede elegir entre una gran variedad de marcadores, que pueden utilizarse tanto solos 
como combinados a fin de obtener las características mencionadas anteriormente. De todos 
modos, el tipo de marcador a utilizar dependerá de las necesidades de cada investigación 
(Arif et al., 2010). 
El resultado observable del desarrollo de cualquier marcador molecular basado en el ADN 
es un patrón de bandas (o de picos cuando se obtiene un patrón con secuenciadores 
automáticos). Cada banda corresponde a la posición de un fragmento de ADN separado 
previamente en función de su tamaño por medio de electroforesis en una matriz porosa, 
habitualmente un gel de agarosa o acrilamida. La hipótesis de partida es que cada banda 
corresponde a un alelo de un locus determinado. Si el marcador analizado es codominante, 
cada individuo heterocigoto tiene otro alelo situado en otra posición del gel, es decir, 
correspondiente generalmente a un fragmento de ADN con un número de bases distinto. Si 
el marcador es dominante, no es posible reconocer al individuo heterocigota frente al 
homocigota, y solamente existen dos fenotipos: el que presenta la banda y el que no la 
tiene. La presencia de banda es dominante sobre su ausencia (García-Mas et al., 2000). 
 
Martínez et al. (2010) y Picca et al. (2004) clasifican a los distintos tipos de marcadores 
moleculares de manera arbitraria en base a las metodologías que emplean para su 
detección. Todas estas técnicas parten, como primer paso, de extraer ADN genómico de la 
planta bajo estudio. 
(1) Marcadores basados en hibridación del ADN, mediante una sonda (fragmento de ADN 
de cadena simple de secuencia conocida o no) que está marcado radioactivamente.  
- RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) o polimorfismo en la 
longitud de fragmentos de restricción (Botstein et al., 1980). 
 (2) Marcadores basados en la amplificación de ADN por PCR (reacción en cadena dela 
polimerasa, por sus siglas en inglés). La PCR está basada en la síntesis de millones de 
copias de un fragmento de ADN comprendido entre secuencias complementarias a dos 
oligonucleótidos llamados iniciadores o cebadores. Este proceso es realizado por una 
enzima ADNpolimerasa termoestable (Picca et al., 2004).   
Marcadores basados en la amplificación arbitraria o semi arbitraria del ADN.  
- RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNAs) o ADN polimórfico amplificado 
aleatoriamente (Williams et al., 1990, Welsh y McClelland, 1990). 
- AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism) o polimorfismos en la 
longitud de fragmentos amplificados (Vos et al., 1995). 
Marcadores moleculares basados en la amplificación sitio-específica del ADN. En contraste 
con los marcadores basados en la amplificación de secuencias arbitrarias, los marcadores 
incluidos en la presente categoría requieren del diseño de iniciadores específicos para la 
amplificación de un locus en particular. 
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- Microsatélites (Litt y Luty, 1989), también denominados Simple Sequence 
Length Polymorphism (SSLP), Simple Sequence Repeat Polymorphism (SSRP), 
Simple Sequence Repeats (SSR) o Sequence- Tagged Microsatellite Sites 
(STMS) 
Una de las limitaciones para la utilización de los marcadores microsatélites es la necesidad 
de conocer las regiones que flanquean a las repeticiones para poder desarrollar los 
iniciadores específicos. Así, se desarrollaron marcadores moleculares buscando explorar 
las repeticiones microsatélites sin necesidad de secuenciar el ADN. Entre esta clase de 
marcadores podemos encontrar a los ISSR (Inter-SSR amplification). 
La Tabla 4 muestra una comparación de las características entre los diversos tipos de 
marcadores recién mencionados. 
 
MARCADOR  ISSR  RAPD  SSR  AFLP  
CARACTERÍSTICA  
 
Abundancia genómica  Alta  Alta  Alta  Alta  
Nivel de polimorfismo  Medio / Alto  Medio  Alto  Medio  
Específico de locus  No  No  Si  No  
Codominancia  No / Si  No  Si  No / Si  
Reproducibilidad  Media / Alta  Baja  Alta  Media / Alta  
Laboriosidad  Baja  Baja  Baja / Media  Media  
Demanda técnica  Baja / Media  Baja  Baja / Media  Medio  
Costos operacionales  Bajos  Bajos  Bajos / Medios  Medios  
Costo de desarrollo  Bajo  Bajo / Medio  Alto  Bajo  
Cantidad de ADN 
requerido  
Baja  Baja / Media  Baja  Baja  
Facilidad de 
automatización  
Si  Si  Si  Si  
 
Tabla 4. Comparación de las características principales de las técnicas moleculares para identificar 
diversidad genética. Los criterios empleados para asignar el nivel dentro de cada columna se basan 
en los resultados descritos en la literatura científica. Modificado de Agarwal et al. (2008) y Spooner 
et al. (2005). 
 
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats, Microsatélites Anclados) 
La técnica de los ISSR combina la mayoría de los beneficios de los AFLP y los 
microsatélites (SSR), con la universalidad de los RAPD (Pérez de la Torre, 2011). 
Los microsatélites son regiones genómicas hipervariables constituidas por repeticiones en 
tándem de unos pocos pares de bases (1 a 6). Son abundantes, altamente variables y se 
encuentran distribuídos proporcionalmente a lo largo de todo el genoma. Este tipo de ADN 
repetitivo es común en organismos eucariotas, aunque también se lo ha encontrado en 
organismos procariotas y el número de unidades repetidas varía ampliamente entre los 
mismos, hallándose en algunos hasta 50 copias de la unidad repetida (Rakoczy-
Trojanowska y Bolibok, 2004). Sin embargo, las regiones con una mayor abundancia de 
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estas secuencias han sido encontradas y son llamadas “SSR hot spots” (Zietkiewicz et al., 
1994). Tales regiones pueden servir como fuente para marcadores ISSR. 
La técnica de los ISSR se basa en la amplificación de segmentos de ADN cuya longitud 
puede variar entre 100 pb y 3000 pb, entre dos regiones idénticas de microsatélites 
orientadas en sentido opuesto (Spooner et al., 2005; Rakoczy-Trojanowska y Bolibok, 2004) 
(Figura 22). Los iniciadores ISSR (16-25 pb) son diseñados a partir de las secuencias 
microsatélites a las que se les incorpora un número variable de nucleótidos arbitrarios 
(usualmente 1-4), sólo en uno de los extremos 5’ ó 3’ (Rakoczy-Trojanowska y Bolibok, 
2004; Zietkiewicz et al., 1994). Las repeticiones microsatélite utilizadas como iniciadores 
pueden ser di-tri-tetra o penta-nucleótido (Pradeep Reddy et al., 2002). Se pueden utilizar 
tanto iniciadores no anclados, como anclados. Sin embargo, los no anclados requieren de 
una optimización mucho más cuidadosa de las variables de la PCR para lograr condiciones 
exigentes de reacción, que permitan generar patrones reproducibles (Bornet y Branchard, 
2001). Mientras que la mayoría de los iniciadores con repeticiones de tri y tetranucleótidos 
podrían trabajar bien sin anclaje, los iniciadores con repeticiones de dinucleótidos necesitan 
de un anclaje en 3’ ó 5’ degenerado o no degenerado para obtener patrones más definidos 
(Weising et al., 2005). 
 
Figura 22. El diagrama presenta tres puntos diferentes: (1) La secuencia del ADN original, en la cual 
se identifican dos secuencias repetidas diferentes (GT), orientadas en sentido inverso. Entre las dos 
secciones repetidas hay, además, un espacio bastante corto. (2) Si los iniciadores se diseñaran 
solamente del interior de la región repetida, se amplificaría la sección entre las repeticiones pero 
podría no estar garantizada la especificidad del locus. En la segunda hilera (ver diagrama), aparece 
un producto de la PCR como resultado de la amplificación de un iniciador anclado en 3’(CA)nNN en 
cada extremo de la región entre las repeticiones. CA es la secuencia que se alargó en NN, dos 
nucleótidos que entran dentro de la región situada entre las repeticiones. (3) Alternativamente, las 
anclas pueden elegirse de la región 5’. El producto de la PCR de la tercera hilera resulta de emplear 
iniciadores basados en la repetición CA pero prolongados en el extremo 5’ por NNN. Modificado de 
Pradeep Reddy (2002). 
Los iniciadores anclados tienen varias ventajas sobre las variantes no ancladas, la primera 
de ellas comprende el diseño del iniciador, que asegura la hibridación del mismo sólo en 
los extremos del microsatélite (5’ ó 3’), con lo cual se evita la hibridación inespecífica dentro 
del microsatélite -el anclaje asegura que cada amplificación es iniciada en la misma posición 
nucleotídica en cada ciclo de PCR- incrementando así, la reproducibilidad de la técnica y 
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evitando el chorreado. Segundo, permite que sólo un subgrupo de las regiones entre 
repeticiones blanco sean amplificadas, con lo cual se reduce el alto número de productos 
de PCR esperado para regiones entre repeticiones dinucleotídicas, obteniendo de 10 a 50 
bandas fácilmente resolubles. Tercero, los iniciadores anclados en 5’ aseguran que el 
microsatélite blanco (y potencialmente hipervariable) es parte del producto amplificado (loci 
SSR anónimo) (Zietkiewicz et al., 1994; Weising et al., 2005; Rakoczy-Trojanowska y 
Bolibok, 2004). Por último, anclajes comparativamente largos, sumado a la longitud de los 
iniciadores (16-25 pb), pueden prevenir el deslizamiento del iniciador, debido a que se 
permiten condiciones de hibridación más exigentes (temperaturas de hibridación de 45-
60˚C, las mismas dependen del contenido de GC del iniciador) (Weising et al., 2005; 
Pradeep Reddy et al., 2002). 
Los fragmentos de múltiples loci generados simultáneamente, son separados por 
electoforesis, ya sea en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio o SYBR Green, o 
bien en geles de poliacrilamida teñidos con plata, incluso es posible la separación de los 
fragmentos mediante autoradiografía y por secuenciación automática de fragmentos con 
marcas fluorescentes (Weising et al., 2005). 
Una de las principales ventajas de este método respecto de la utilización de SSR, es el 
hecho de que no es necesario el conocimiento de la secuencia para el diseño de los 
iniciadores, con lo cual se evita la construcción de una librería genómica, tiempo y dinero 
(Rakoczy-Trojanowska y Bolibok, 2004), y al ser los ISSR iniciadores multiloci poseen la 
ventaja de revelar polimorfismo en muchos locus simultáneamente, así que una pequeña 
colección de iniciadores es suficiente para cubrir una fracción representativa del genoma 
(Gupta et al., 1999). 
Como los ISSR son una técnica multilocus, dentro de las desventajas se incluye la posible 
no homología de fragmentos de igual tamaño. A pesar del hecho que los ISSR segregan 
mayormente como marcadores dominantes, siguiendo una herencia mendeliana simple 
(Gupta et al., 1994; Ratnaparkhe et al., 1998) y rara vez muestran segregación como 
marcadores codominantes (Sankar y Moore, 2001), al ser marcadores del tipo aleatorio, 
son útiles para muchos propósitos.  
El grupo de trabajo ha empleado ISSRs en diversos estudios sobre diferentes familias, 
géneros y especies, y se ha generado valiosa experiencia en el uso de estos marcadores, 
tanto para la evaluación de la integridad genética de plantas derivadas de cultivo de tejidos 
como Evolvulus (Maritano et al., 2009) y Glandularia (Vaccaro et al., 2008), así como para 
otros usos para los que pueden ser aplicados, como el análisis de diversidad genética de 
poblaciones de Mecardonia (Pérez de la Torre et al., 2010) y Calibrachoa (Pérez de la Torre 
et al., 2012) y para el desarrollo de variedades de Jacaranda (Escandón et al., 2005b) y 
Nierembergia (Escandón et al., 2007b). 
En el género Lippia se han aplicado ISSRs para el análisis de diversidad genética entre 
diferentes especies (Manica-Cattani et al., 2009; Suárez González et al., 2007). Sin 
embargo, no se han encontrado reportes previos sobre L. integrifolia dentro de las especies 
estudiadas. Por lo que, avanzar en ese sentido, ampliará nuestro conocimiento sobre la 
diversidad genética disponible y permitirá analizar con mayor detalle la respuesta in vitro de 
esta especie. 
 
Jesica Iannicelli - 2016 
 
82 
 
3. HIPÓTESIS 
- El incremento del nivel de ploidía en Lippia integrifolia provocará modificaciones en la 
producción de metabolitos secundarios. Esto se fundamenta en que la formación de nuevos 
individuos autoploides sintéticos, con el consiguiente incremento en la dosis génica, puede 
estar acompañada por fenómenos tales como cambios aleatorios en la organización del 
genoma y cambios en la expresión génica con incidencia en la producción de metabolitos. 
  
- La aplicación de herramientas biotecnológicas no sólo permitiría la producción masiva 
de individuos selectos de especies vegetales con importancia aromático-medicinal, sino que 
posibilitaría el estudio y la caracterización de la biología del desarrollo de las mismas.  
 
 
4. OBJETIVOS  
Generar materiales mejorados, caracterizados e identificados de Lippia integrifolia a través 
del desarrollo de genotipos selectos por medio de biotécnicas para la obtención de nuevos 
materiales con una esperable mayor capacidad de producción de metabolitos secundarios. 
Estudiar la variabilidad genética de los materiales desarrollados. 
Generar productos potencialmente transferibles al sector productivo o bien como material 
base para futuros trabajos de mejoramiento, con la finalidad de promover el uso racional y 
sustentable de los recursos genéticos nativos de importancia aromática-medicinal.  
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5. ETAPAS DEL DESARROLLO DEL TRABAJO 
El desarrollo experimental del presente trabajo de tesis consta de las siguientes etapas: 
a) Aplicación de técnicas de cultivo in vitro de incayuyo, con el objeto de establecer 
protocolos de propagación in vitro del quimiotipo selecto para asistir en los procesos de 
poliploidización in vitro.  
a.1) Establecimiento del protocolo de desinfección que permita el establecimiento del cultivo 
in vitro para la especie de interés.  
a.2) Determinación de los requerimientos nutricionales y hormonales para el mantenimiento 
y progreso del cultivo in vitro de los individuos en estudio.  
a.3) Evaluación de los materiales desarrollados por cultivo in vitro en condiciones naturales. 
b) Ajuste de una técnica de poliploidización in vitro para la obtención de poliploides que 
potencien la producción de metabolitos secundarios de interés. 
b.1) Establecimiento de la dosis y método de aplicación de la colchicina en condiciones in 
vitro para la obtención de poliploides. 
c) Caracterización citogenética, fenotípica y química de los individuos poliploides, y del 
genotipo original diploide. 
c.1) Realización de estudios citogenéticos de la especie en estudio. 
c.2) Evaluación del tamaño de hojas, inflorescencias, estomas, granos de polen y tricomas 
de los nuevos individuos poliploides, diploides y de la planta madre. 
c.3) Determinación del rendimiento en aceites esenciales (metabolitos volátiles) de los 
nuevos individuos poliploides, diploides y de la planta madre, y análisis de la composición 
química y la calidad de los mismos por GC-FID-MS (análisis cuali y cuantitativo). 
c.4) Realización de los perfiles por HPLC de la fracción no volátil de los nuevos individuos 
poliploides, diploides y de la planta madre. 
d) Ajuste de la técnica de microsatélites anclados (ISSR) para todos los individuos 
desarrollados por cultivo in vitro. 
d.1) Obtención de ADN genómico de calidad de todos los materiales obtenidos por cultivo 
in vitro de todos los niveles de ploidía y de la planta madre.  
d.2) Caracterización genética del material obtenido mediante las técnicas de cultivo in vitro 
usando ISSR como marcadores moleculares.  
e) Desarrollo de los descriptores para los nuevos individuos poliploides. 
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El alcance de los objetivos planteados en este trabajo permitirá un mejor aprovechamiento 
del material de interés, que, transferido a los productores/recolectores para su cultivo, 
puede representar una alternativa para contrarrestar en alguna medida, las consecuencias 
que ha producido la sobre explotación de estos recursos naturales. 
Esta propuesta se encuentra dentro de un marco de uso racional y sustentable de los 
recursos genéticos nativos de nuestro país, identificado como objetivo dentro del Núcleo 
Socio Productivo Estratégico (NSPE) “Fitoterapia” del MinCyT, específicamente del 
aprovechamiento y mejoramiento del potencial del germoplasma nativo con aptitud 
aromático-medicinal. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
SELECCIÓN DEL EJEMPLAR DE L. INTEGRIFOLIA 
Se seleccionó una planta de L. integrifolia perteneciente a la colección viva del Instituto de 
Recursos Biológicos (IRB – INTA-CNIA Castelar). El ejemplar fue recolectado en Dique de 
Olta, provincia de La Rioja, Argentina (30° 38’ 25,7” S; 66° 18’ 03,5” O; 610 m.s.n.m.) por 
personal del Instituto de Recursos Biológicos. 
La selección del genotipo fue realizada por personal del grupo de Aromáticas del IRB –  
INTA-CNIA Castelar, y se basó entre aquellos que presentaron las mejores características 
organolépticas y composición química de las fracciones de interés industrial, como la 
elaboración de bebidas como amargos serranos y yerbas. 
 
ENRAIZAMIENTO DE ESTACAS   
Las estacas del ejemplar de L. integrifolia seleccionado para este trabajo, fueron enraizadas 
utilizando una mezcla de turba-perlita-vermiculita (2:1:0,5) como sustrato e IBA 2500 ppm 
en macetas de 10 cm. Se realizaron 10 estacas/individuo.  
Al cabo de un mes, las estacas enraizadas fueron retiradas del invernáculo de 
enraizamiento y se las dejó en condiciones de invernáculo estándar con sustrato de 
trasplante Growing mix®, donde fueron mantenidas con régimen de luz y temperatura 
natural, y riego diario manual.  
 
INTRODUCCIÓN IN VITRO 
Material vegetal 
Para la introducción in vitro de L. integrifolia se utilizaron ápices y subápices a modo de 
explantos, provenientes de la planta madre creciendo en condiciones de invernáculo (Figura 
23), la cual fue tratada semanalmente con antifúngicos, antibacterianos y plaguicidas. 
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Figura 23. Planta madre de L. integrifolia utilizada para la introducción in vitro. 
 
Desinfección de los explantos 
El método de desinfección fue un método estándar etanol-hipoclorito de sodio, que consistió 
en una inmersión en una solución de etanol (70%) durante 30 segundos, seguida de otra 
inmersión en lavandina comercial (5,5% cloro activo) con el agregado de Tween 80 (0,3 ml) 
durante 10 minutos con agitación constante. Finalmente, se realizaron tres enjuagues con 
agua destilada estéril en condiciones asépticas bajo flujo laminar. 
Evaluación del medio de cultivo  
Para la introducción in vitro de los explantos y el establecimiento del cultivo, se evaluaron 
dos medios de cultivo: Murashige-Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962) y Woody Plant 
Medium (WPM) (McCown y Lloyd, 1981). La composición de cada medio se detalla en el 
Anexo I. 
Los mismos fueron testeados en su versión completa de nutrientes (1X), y en tres diluciones 
(0,5X, 0,25X y 0,125X, donde la proporción diluida correspondió solamente a los 
macronutrientes). 
Ambos medios fueron suplementados con 20 g/l de sacarosa, 7g/l de agar Brittania®, con 
pH ajustado a 5,6-5,7 con KOH (0,1 N y 0,5 N), y esterilizados en autoclave durante 17 min 
a 121ºC con 1 atm de presión, sin el agregado de ningún tipo de hormona o regulador de 
crecimiento.   
Para la selección del medio evaluado se consideró el porcentaje de sobrevida (explantos 
con yemas en desarrollo). 
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Condiciones de cultivo  
Cada explanto fue sembrado en un tubo de vidrio de 24 x 150 mm, conteniendo 10 ml de 
medio de cultivo, tapados con papel film. Al cabo de 30 días se realizaron subcultivos en el 
medio que finalmente fue seleccionado como el más apropiado para el desarrollo de los 
explantos, a fin de generar un pool de plántulas para el resto de los ensayos de este trabajo. 
El número de explantos empleado por cada medio fue de 17, y se realizaron dos 
repeticiones. 
Las plántulas se mantuvieron en condiciones de cámara de cultivo a 24 ± 2ºC y fotoperíodo 
de 16 horas usando lámparas de bajo consumo (52 μmol.m-2.seg-1). Las condiciones de la 
cámara de cultivo se mantuvieron para todos los ensayos en condiciones in vitro de este 
trabajo. 
 
MULTIPLICACIÓN IN VITRO 
Ensayo preliminar con BAP e IBA 
Con base en la multiplicación in vitro de otra especie de Lippia, L. junelliana (Juliani et al., 
1999), se probaron las concentraciones 0,0; 0,4 y 4,4 (µM) de BAP y 0,0; 0,4 (µM) de IBA 
en las distintas combinaciones, adicionadas al medio MS. 
El tratamiento libre de reguladores del crecimiento fue tomado como control. El ensayo se 
realizó por duplicado: dos repeticiones de 18 explantos por cada tratamiento. 
Se realizaron subcultivos al mismo medio cada 15 días, y luego de 2 repiques se evaluaron 
las tasas de multiplicación (número de brotes de novo/explanto) de cada tratamiento, y se 
aislaron los brotes subcultivándolos al medio de enraizamiento para su posterior 
aclimatación. 
Ensayo con diferentes concentraciones de BAP 
Una vez evaluada la respuesta de los explantos a la exposición con BAP, se ensayaron 
diferentes concentraciones de este regulador menores a 4,4 µM. 
Las concentraciones evaluadas fueron: 0,0; 2,2; 3,3 y 4,4 µM. 
El tratamiento libre de regulador del crecimiento fue tomado como control. El ensayo se 
realizó por duplicado: dos repeticiones de 20 explantos por cada tratamiento. 
Se realizaron subcultivos al mismo medio cada 15 días, y luego de 3 repiques se evaluó el 
número de brotes de novo/explanto de cada tratamiento. Posteriormente, los brotes fueron 
aislados y subcultivados al medio de enraizamiento para su posterior aclimatación. 
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Ensayo con diferentes citocininas en concentraciones equimolares 
A partir de la selección del mejor tratamiento con BAP, se ensayaron concentraciones 
equimolares a 2,2 µM de TDZ, KIN, y BAP. 
El ensayo se realizó por duplicado: dos repeticiones de 20 explantos por cada tratamiento. 
Se realizaron subcultivos al mismo medio cada 15 días, y luego de 3 repiques se evaluaron 
las tasas de multiplicación de cada tratamiento, tras lo cual se aislaron los brotes y se los 
subcultivó al medio de enraizamiento para su posterior aclimatación. 
Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico de las tasas de multiplicación se realizó un análisis de varianza 
(ANOVA) con un nivel de significación del 5%, seguido del Test de Tukey con un nivel de 
significación del 5%. 
Se verificaron las suposiciones para el modelo mediante el test de Shapiro-Wilks y el test 
de Levene para la normalidad y homogeneidad de varianza de los errores, respectivamente 
(p>0,20).  
Se utilizó el programa estadístico InfoStat versión 2014 (Di Rienzo et al., 2014) y se 
consideró significativa toda p<0,05. 
 
ENRAIZAMIENTO Y ACLIMATACIÓN 
Enraizamiento de brotes 
Todos los brotes de novo regenerados in vitro, fueron transferidos a medio MS 0,5X con el 
agregado de 0,28 µM de AIA para su enraizamiento in vitro una vez que alcanzaron una 
altura de dos centímetros aproximadamente. 
Aclimatación de plántulas 
Tanto los brotes de novo enraizados como los explantos usados como controles que 
generaron raíces de manera espontánea, fueron sometidos al proceso de aclimatación, 
siguiendo el protocolo de Escandón et al. (2003). Esto es, al cabo de 30 días las plántulas 
fueron transferidas a una cámara húmeda en macetas de 10 cm de diámetro conteniendo 
turba-perlita-vermiculita fina 3:1:1 (V/V) como sustrato y se cubrieron con bolsas de 
polietileno. Para la aclimatación se realizaron incisiones en las bolsas cada 24 horas hasta 
no detectar condensación de agua sobre sus paredes, tras lo cual fueron retiradas. Una vez 
retirada la bolsa, se mantuvo a las plántulas en esta cámara durante aproximadamente 30 
días.  
Las plantas que superaron la etapa de aclimatación fueron transferidas y mantenidas  en 
condiciones de invernáculo estándar, bajo régimen de luz y temperatura natural, y riego 
diario manual. 
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EVALUACIÓN A CAMPO 
A fin de evaluar su crecimiento, desarrollo y comportamiento en condiciones naturales, las 
plantas ex vitro fueron transferidas a la EEA La Rioja de INTA (Las Vizcacheras - INTA, 30° 
39' 28" O; 66° 07' 15" S; 413 m.s.n.m) cercana a la localidad de Chamical y a su hábitat 
natural Dique de Olta, provincia de La Rioja. En este lugar, fueron sembradas por personal 
de la EEA La Rioja, quienes realizaron el seguimiento del desarrollo de estas plantas. 
Un total de 30 plantas derivadas del tratamiento con 2,2 µM de BAP, fueron trasplantadas 
en tierra, colocadas a 70 cm una de otra. El riego se llevó a cabo de manera manual 
solamente cuando se observó estrés o escasearon las lluvias.  
Luego de 12 meses, se obtuvo el porcentaje de supervivencia. 
 
DESARROLLO Y OBSERVACION HISTOLÓGICA DE CALLOS IN VITRO  
Obtención de los callos 
Se sembraron explantos en medio de multiplicación (MS + 2,2 µM BAP), a fin de obtener 
callos con multibrotaciones al cabo de 45 días de cultivo (3 subcultivos), realizándose 
observaciones semanales. 
Se utilizaron 25 explantos y los subcultivos se llevaron a cabo cada 15 días. 
Fijación 
Para el corte serial de callos desarrollados en condiciones in vitro, se tomaron callos en 
diferentes estadíos de crecimiento y se fijaron en FAA (formol; alcohol; ácido acético; agua) 
en proporción: 1:5:0,5:3,5 a temperatura ambiente. 
Inclusión en parafina 
Se colocó a los callos fijados en frascos de vidrio para inclusión y se enjuagaron con agua 
destilada 3 veces.  
Para la deshidratación se realizaron pasajes en alcohol etílico en grados crecientes de 70º 
a 100º durante una hora en cada pasaje.  
Para la clarificación se utilizó xileno (fluido intermedio entre el alcohol y la parafina) de 
manera gradual y bajo campana, empleándose mezclas de alcohol-xileno en 
concentraciones crecientes de xileno (3:1); (1:1); (1:3) durante una hora en cada mezcla.  
Para el proceso de infiltración, se utilizó una mezcla de xileno-parafina en concentraciones 
creciente de parafina (3:1); (1:1); (1:3) durante una hora en cada mezcla, y por último se 
pasó a parafina pura en estufa a 60ºC por 92 horas a fin de facilitar su penetración en los 
tejidos, y se dejó solidificar. 
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Finalmente, una vez infiltrada la parafina en los tejidos, se inició el proceso de corte a través 
de un micrótomo rotatorio, modelo ARCANO KD-1508ª, con un tamaño de 12 micrones. Las 
porciones fueron colocadas en portaobjetos de a 3 tiras y se estiraron en una placa con 
calor a 40ºC. 
Tinción doble con Safranina/Fast Green 
Los cortes extendidos, secos y pegados, se colocaron en cajas de Koplin.  
El primer paso de esta etapa consistió en retirar la parafina colocando los cortes en xileno 
por 2 horas, tras lo cual fue removido y renovado por 15 minutos más. 
Luego se realizaron pasajes en alcohol etílico en grados decrecientes de 100º hasta 96º 
durante 2 a 3 minutos en cada grado, hasta llegar a la coloración de safranina a saturación 
en alcohol etílico 80º, donde se la dejó actuar durante 4 horas.  
Las muestras se enjuagaron bajo agua corriente hasta no observar decoloración, y se 
realizaron lavados con alcohol etílico en grados crecientes de 80º hasta 96º durante 1 
minuto cada uno.  
La segunda coloración consistió en colocar los cortes en Fast Green a saturación en alcohol 
etílico 100º de 15 a 30 segundos.  
Luego se realizaron 2 enjuagues rápidos en alcohol etílico 100º de 2 minutos cada uno, y 
por último se pasaron a xileno durante 15 minutos. 
Se renovó el xileno y los cortes fueron dejados en él hasta ser montados definitivamente 
con bálsamo de Canadá artificial para su observación. 
La observación de los cortes se llevó a cabo mediante un microscopio óptico Olympus 
modelo BX50FA (Tokio, Japón) con un aumento de 10X. 
 
EVALUACIÓN FENOTÍPICA DE LOS INDIVIDUOS REGENERADOS POR CULTIVO IN 
VITRO  
Medición de hojas e inflorescencias 
Una vez establecidas las plantas en invernáculo estándar, se midieron los tamaños de hojas 
e inflorescencias de individuos regenerados a partir de brotes de novo del tratamiento 2,2 
µM BAP, individuos derivados de los controles y la planta madre. 
En el caso de las hojas, se midió el ancho y el largo del tercer par a partir del ápice, mientras 
que para las inflorescencias se evaluó el diámetro de las mismas. 
Para cada grupo de plantas se midieron 10 individuos. 
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Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico de los tamaños de hojas e inflorescencias se realizó un análisis 
de varianza (ANOVA) con un nivel de significación del 5%, seguido del Test de Tukey con 
un nivel de significación del 5%. 
Se verificaron las suposiciones para el modelo mediante el test de Shapiro-Wilks y el test 
de Levene para la normalidad y homogeneidad de varianza de los errores, respectivamente 
(p>0,20).  
Se utilizó el programa estadístico InfoStat versión 2014 (Di Rienzo et al., 2014) y se 
consideró significativa toda p<0,05. 
 
POLIPLOIDIZACIÓN IN VITRO 
Ensayo por inmersión en solución de colchicina 
Segmentos nodales, pre-cultivados durante 10 días en MS suplementado con 2,2 µM, 
fueron tratados con dos soluciones de colchicina.  
Estas soluciones se prepararon disolviendo la colchicina en una solución de DMSO al 1%, 
para finalmente obtener las siguientes concentraciones: 0,01 y 0,001 % (v/v, concentración 
final con DMSO). En ambas soluciones se dejó a los explantos en inmersión durante 24 y 
48 horas, para cada dosis.  
Por otro lado, se utilizaron tratamientos control que consistieron en: (1) segmentos sin tratar, 
creciendo en medio MS con 2,2 µM; (2) segmentos nodales sumergidos en agua; y (3) 
segmentos nodales sumergidos DMSO al 1%.  
El número de explantos por tratamiento fue de 10. 
Ensayo por agregado de solución de colchicina al medio de cultivo 
Segmentos nodales pre-cultivados en medio MS con BAP 2,2 µM por 10 días, fueron 
sembrados al mismo medio de multiplicación suplementado con una solución de colchicina 
0,01% (v/v, concentración final en el medio de cultivo, preparada de la misma forma que en 
el ensayo anterior). El cultivo se llevó a cabo en la oscuridad durante 15 días.  
Como controles se utilizaron dos tratamientos: (1) explantos en medio de multiplicación BAP 
2,2 µM con el agregado de una solución de DMSO al 1% en oscuridad; (2) explantos en 
medio de multiplicación BAP 2,2 µM sin otro agregado (sin tratar) en oscuridad; (3) 
explantos en medio de multiplicación BAP 2,2 µM sin otro agregado (sin tratar) en luz; y 4) 
explantos en medio base MS sin el agregado de ninguna otra sustancia para el desarrollo 
de yemas pre existentes.  
Luego de 15 días los explantos fueron subcultivados al mismo medio pero libre de 
colchicina. Todos fueron transferidos a la luz (fotoperíodo de 16 horas), y los subcultivos se 
realizaron cada 7 días, durante 7 meses. 
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El número de explantos usado para los tratamientos con colchicina fue de 25, mientras que 
para los controles fue de 10. El ensayo se realizó por duplicado. 
 
Todos los brotes de novo regenerados fueron transferidos a medio de enraizamiento (MS 
0,5X + 0,28 µM de AIA).   
Los brotes de novo sobrevivientes y enraizados, así como los explantos usados como 
controles que generaron raíces de manera espontánea, fueron sometidos al proceso de 
aclimatación, como se describió en los ensayos de multiplicación.  
Las plantas que superaron la etapa de aclimatación fueron transferidas a condiciones de 
invernáculo estándar, bajo régimen de luz y temperatura natural, y riego diario manual. 
 
DETECCIÓN Y CONFIRMACIÓN DE POLIPLOIDES 
Determinación del nivel de ploidía por Citometría de Flujo 
Los niveles de ADN nuclear de 37 plantas regeneradas luego del tratamiento con colchicina 
y 20 plantas control (sin tratar) se determinaron con un citómetro de flujo CyFlow Ploidy 
Analyser, Partec. Para la medición, se tomaron porciones de hojas de aproximadamente 
0,5 cm2, de todas las ramas de la planta, las cuales fueron sumergidas y picadas en una 
solución buffer de extracción (Otto buffer I) 0,1 M de ácido cítrico y 0,5% de Tween 20 (Otto, 
1990).  
Las muestras fueron filtradas y se tiñeron con una solución de 4,6-diamino 2-fenil-indol- 
dihidrocloruro (4 µg/ml) (DAPI) (Sigma D9542) en una solución buffer (Otto buffer II) 
Na2HPO4 0,4 M (Otto, 1990).  
Los diferentes parámetros del citómetro se ajustaron con la planta madre a fin de obtener y 
lecturas bien definidas y reproducibles. Finalmente se ajustó a un gain de 450. 
Con estas condiciones, el ADN nuclear de todas las plantas analizadas se estimó a través 
de los picos de fluorescencia obtenidos. 
Análisis estadístico 
Los niveles de ploidía se evaluaron por la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis, con un 
nivel de significación del 5%.  
Se utilizó el programa estadístico InfoStat versión 2014 (Di Rienzo et al., 2014). 
Estudio de la citología y confirmación de poliploides por conteo cromosómico 
En una primera instancia, se evaluó citológicamente a la planta madre a fin de confirmar el 
número cromosómico de la especie (Pastoriza y Andrada, 2006). Una vez  establecido el 
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número de cromosomas, se procedió a confirmar las plantas poliploides detectadas por 
citometría. 
Para el conteo de cromosomas, se realizaron esquejes de individuos diploides y tetraploides 
a partir de entrenudos tratados con 0,01 M de IBA en sustrato compuesto de turba, perlita 
y vermiculita (2:1:1).  
Se recogieron las raíces en actividad mitótica, y se las pre-trató con una solución de 
colchicina 0,025% y se fijaron en solución Farmer (etanol-ácido acético, 3:1).  
Se realizó una hidrólisis con HCl 1 N a 60º C durante 5 minutos, y se llevó a cabo la tinción 
de Feulgen (Darlington y La Cour, 1962).  
Una vez teñidas, las raíces fueron tratadas con una solución buffer de Citrato de Sodio - 
Ácido Cítrico 0,01 M (pH 4,5 hasta 4,8) a 37ºC durante 20 minutos, y con una mezcla de 
enzimas pectinasas 1% y celulasas 2% de Aspergillus niger (Sigma). 
Al menos 10 células en metafase de cada individuo se analizaron bajo microscopio óptico. 
 
CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE POLIPLOIDES 
Evaluación de características fenotípicas.  
Una vez llevadas a invernáculo estándar y alcanzada la floración, las plantas tetraploides, 
diploides y quimeras recuperadas de tratamiento con colchicina fueron caracterizadas, en 
comparación con la madre, mediante la medición de la longitud y el ancho de 10 hojas 
(tomadas del tercer par contando desde el ápice) y el diámetro de 10 inflorescencias de 
cada grupo de plantas.  
Además, se midió el área de estomas, granos de polen y tricomas en todos los grupos de 
plantas.  
Las áreas de los estomas se midieron en porciones de hojas adultas frescas completamente 
desarrolladas y saludables, las cuales se colocaron en portaobjetos con el lado abaxial 
hacia arriba y se observaron bajo microscopio óptico.  
Los granos de polen se tiñeron y se montaron en portaobjetos de acuerdo con el protocolo 
sugerido por Alexander (1969).  
Tanto estomas y granos de polen se midieron utilizando el software Cell Sense (Copyright 
© 2010. Olympus Corporation), a través de un microscopio modelo Olympus DP72, con un 
aumento de 20X. 
Los tricomas se midieron en el tercer par de hojas, y se observaron por microscopía 
electrónica bajo vacío, con un microscopio electrónico Fei modelo Quanta 250, con un gain 
a 500X. Las áreas de los tricomas se midieron con el mismo software anterior.  
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En todos los casos, se tomaron 10 determinaciones de cada grupo de plantas. 
Análisis estadístico 
Todos los caracteres fueron evaluados durante el mismo período de floración.  
Para su análisis estadístico, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) con un nivel de 
significación del 5%, seguido del Test de Tukey con un nivel de significación del 5%.  
Se verificaron las suposiciones para el modelo mediante el test de Shapiro-Wilks y el test 
de Levene para la normalidad y homogeneidad de varianza de los errores, respectivamente 
(p>0,20).  
Se utilizó el programa estadístico InfoStat versión 2014 (Di Rienzo et al., 2014) y se 
consideró significativa toda p<0,05. 
 
ESTUDIO DE LA FRACCIÓN VOLÁTIL. ACEITES ESENCIALES  
Extracción de aceites esenciales 
Se cosecharon las partes áreas (hojas e inflorescencias) en plena floración, y se las dejó 
orear en cámaras a temperatura ambiente.  
La extracción de los aceites se realizó a partir de 8 g de material oreado de la planta madre 
y de plantas ex vitro creciendo en invernáculo correspondientes a: 14 tetraploides, 4 
quimeras y 8 diploides provenientes del tratamiento con colchicina; 4 diploides provenientes 
de cultivo sin colchicina, en medio de multiplicación con BAP solamente (control) y 4 
diploides provenientes de cultivo sin colchicina, en medio de cultivo sin BAP (control).  
Los aceites fueron obtenidos mediante un hidrodestilador con trampa Clevenger en 
microescala (Figura 24), especialmente diseñado para trabajar tamaños de muestras 
pequeños. 
Se determinó el rendimiento de aceites esenciales (volumen/peso, v/p) de cada muestra al 
cabo de 2 horas de destilación, y una vez enfriados y secados con sulfato de sodio anhidro, 
los aceites fueron recuperados y se almacenaron a 2°C hasta su análisis.  
Los rendimientos fueron corregidos a través de la determinación de un porcentaje de 
humedad promedio de las muestras. Este porcentaje se obtuvo a partir de 0,5 g de muestra, 
utilizando una termobalanza Moc -1204 Shimadzu.  
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Figura 24. Hidrodestilador con trampa Clevenger en microescala utilizado para la extracción de aceites 
esenciales de L. integrifolia. 
 
Determinación de la composición cuali-cualtitativa de los aceites esenciales 
Se analizaron 35 individuos: 14 tetraploides, 4 quimeras y 8 diploides provenientes del 
tratamiento con colchicina; 4 diploides provenientes de cultivo sin colchicina, en medio de 
multiplicación con BAP solamente (control) y 4 diploides provenientes de cultivo sin 
colchicina, en medio de cultivo sin BAP (control) – todos correspondientes a plantas ex vitro 
creciendo en invernáculo –, y finalmente la planta madre, también crecida en condiciones 
de invernáculo.  
Para el análisis cuali-cuantitativo de los aceites esenciales por GC-FID-MS se utilizó un 
equipo Perkin Elmer GC modelo Clarus 500 con una configuración especial (Retta et al., 
2009), provisto de un único inyector tipo split/splitless conectado con un divisor de flujos a 
dos columnas capilares de sílice fundido: a) polietilenglicol de PM aprox. 20.000 (DB-Wax, 
J&W Scientific) y b) 5% fenil-95% dimetilpolisiloxano (DB-5, J&W Scientific), ambas de 60 
m x 0.25 mm de diámetro y 0.25μ de espesor de fase estacionaria. La columna polar está 
conectada a un detector FID (FID A) mientras que la columna no polar está conectada a un 
detector FID (FID B) y a un detector de masas cuadrupolar (70 eV), a través de un sistema 
de venteo (MSVent™) (Figura 25). 
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Figura 25. Equipo y esquema del GC-FID-MS utilizado. 
 
Las condiciones analíticas empleadas para el análisis cuali-cuantitativo de los aceites 
esenciales por CG-FID-MS fueron: 
Fase móvil: Helio a 1,87 ml/min.  
Inyector tipo split/splitless (Relación de split: 1:100) conectado con un divisor de flujos a dos 
columnas capilares de sílice fundido (una polar y otra no polar). 
Programación de temperatura: 90ºC, luego a 3ºC/min hasta los 240ºC (20 min).  
Temperaturas de inyector y detectores FID: 255ºC y 275ºC, respectivamente.  
Temperatura de la línea de transferencia: 180ºC.  
Temperatura de la fuente de iones: 150ºC.  
Tiempo final de corrida: 70 min. 
Rango de masas escaneado: 40-400 m/z. 
Cantidad inyectada: 0,2 µl de aceite esencial puro, por inyección manual.  
Identificación de los compuestos 
La identificación de los componentes del aceite esencial fue realizada por comparación de 
sus espectros de masa con los que figuran en bases de datos computarizadas (Adams, 
2007; Wiley/NIST Mass Spectral Library, 2005; estándares propios), y por comparación de 
sus índices de retención, obtenidos en las dos columnas empleadas respecto de una serie 
homóloga de alcanos (C6-C24), con los obtenidos con estándares propios y con los que 
figuran en bibliografía.  
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La composición porcentual fue determinada por el método de porcentaje de áreas, 
considerando que el factor de respuesta para todos los componentes es igual a 1. Para 
cada componente fue tomada la menor respuesta obtenida entre las correspondientes a 
cada columna utilizada. 
Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico de los rendimientos de aceites esenciales de los diferentes 
grupos de individuos se realizó un análisis de varianza (ANOVA) con un nivel de 
significación del 5%, seguido del Test de Tukey con un nivel de significación del 5%. 
Así mismo se comparó el rendimiento de los diferentes grupos de individuos con el 
rendimiento de la planta madre. Para esto se utilizó la Prueba T-Student para una muestra, 
y se consideró significativa toda p<0,001. 
Se verificaron las suposiciones para el modelo mediante el test de Shapiro-Wilks y el test 
de Levene para la normalidad y homogeneidad de varianza de los errores, respectivamente 
(p>0,20). 
 Se utilizó el programa estadístico InfoStat versión 2014 (Di Rienzo et al., 2014). 
 
La composición química de los aceites esenciales de todos los individuos fue analizada por 
métodos de análisis multivariados. 
Se realizó un Análisis de Componentes Principales (PCA), para lo cual se seleccionaron 18 
variables (compuestos del aceite), tomando como criterio de exclusión que sus contenidos 
hayan sido de al menos 1%.  
A su vez, con estas 18 variables, se realizó un Análisis de Conglomerados, por el método 
de Promedio con distancia Euclídea. 
 
Los contenidos totales de mono y sesquiterpenos de cada grupo de individuos y la planta 
madre se analizó por análisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significación del 5%, 
seguido del Test de Tukey con un nivel de significación del 5%. 
Para todos los análisis se utilizó el programa estadístico InfoStat versión 2014 (Di Rienzo 
et al., 2014). 
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ESTUDIO DE LA FRACCIÓN NO VOLÁTIL  
Obtención de extractos 
De la extracción de los aceites esenciales por hidrodestilación realizada a partir de material 
oreado de la planta madre y de plantas ex vitro creciendo en invernáculo correspondientes 
a: 13 tetraploides, 4 quimeras y 8 diploides provenientes del tratamiento con colchicina; 4 
diploides provenientes de cultivo sin colchicina, en medio de multiplicación con BAP 
solamente (control) y 4 diploides provenientes de cultivo sin colchicina, en medio de cultivo 
sin BAP (control), el agua remanente se filtró por embudo y se procedió a liofilizar los 
extractos acuosos en un liofilizador marca Virtis Sentry. Los liofilizados de cada muestra se 
acondicionaron en viales y se rotularon.  
Los extractos acuosos así obtenidos fueron reconstituidos en etanol 60% (V/V) y utilizados 
para la obtención de los perfiles por TLC  y por HPLC. 
Perfiles TLC 
Para la obtención de los perfiles de polifenoles por HPLC se utilizó un sistema 
cromatográfico adecuado para la visualización de los mismos (Wagner et al., 1983).  
Se corrieron un total de 34 muestras y se corrió conjuntamente con una muestra de “cedrón” 
(Aloysia citriodora Palau.), obtenida con el mismo procedimiento, para utilizar como 
referencia de una droga vegetal perteneciente a la familia de las Verbenáceas. 
Fase estacionaria: Silicagel Merck F254. 
Fase móvil: Acetato de etilo: Metanol: Ácido acético glacial: Agua (100:11:11:27).  
Detección: Aspersión con reactivo del ácido 2-aminoetil difenil-bórico (Sigma, D9754) al 1% 
en metanol y posterior observación a la luz UV a 366nm. 
Siembra: en banda con una jeringa Hamilton de 10 µl con punta roma. 
Cantidad sembrada: 20 µl. 
Perfiles HPLC 
Para la obtención de los perfiles de polifenoles por HPLC se utilizó un equipo Agilent 
Technologies 1260 Infinity, con detector UV con longitudes de onda múltiples. Se pesaron 
alrededor de 60 mg de los liofilizados y se colocaron en un matraz de 10 ml y se llevaron a 
volumen con etanol 60% V/V. Esta solución se agitó durante 15 minutos y se filtró a través 
de una membrana de 0,4 µm.  
En este caso también se corrió una muestra de “cedrón” (Aloysia citriodora Palau.), obtenida 
con el mismo procedimiento, para utilizar como referencia de una droga vegetal 
perteneciente a la familia de las Verbenáceas. 
Las condiciones analíticas empleadas fueron: 
Columna: Lichrosorb RP18, 250 x 4 mm (tamaño de partículas de 5 µ). 
Fase móvil: A: 0,3% V/V ácido fosfórico, B: acetonitrilo. 
Gradiente: según se indica en la Tabla 5. 
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Tiempo A B 
0-20 93-83 7-17 
20-30 83 17 
30-35 83-75 17-25 
35-40 75-20 25-80 
40-45 20-93 80-7 
 
Tabla 5. Gradiente de la composición de la fase móvil utilizada. 
 
Flujo: 1,0 ml/min. 
Detector: UV; longitud de onda: 330 nm. 
Volumen de inyección: 20 µl. 
Tiempo de corrida: 60 minutos. 
 
ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD GENÉTICA  
Extracción de ADN total 
Se extrajo el ADN total de 15 individuos: la planta madre, 4 plantas diploides regeneradas 
de in vitro a partir del desarrollo de yemas axilares pre-existentes, 5 plantas diploides de in 
vitro regeneradas a partir de brotes de novo de callos crecidos en BAP 2,2 µM y 5 plantas 
tetraploides regeneradas tras el tratamiento con colchicina in vitro. Todos los individuos, a 
excepción de la planta madre, fueron elegidos al azar. 
El ADN total se extrajo a partir de hojas frescas jóvenes utilizando nitrógeno líquido y 
siguiendo el protocolo de Pérez de la Torre et al. (2010) dejando actuar el buffer CTAB 
durante 2 horas a 65°C en agitación constante. 
Las proteínas y restos de componentes celulares se eliminaron por adición de 
cloroformo:octanol (24:1) y posterior precipitación con isopropanol frío y centrifugación a 
4°C, recuperando el sobrenadante. 
El ARN fue removido por digestión con la enzima Ribonucleasa pancreática bovina tipo I-A 
(0,1 µg/µL) (Sigma). Las impurezas remanentes fueron extraídas con 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1), y los restos de fenol fueron eliminados con 
cloroformo:octanol (24:1). El ADN presente en el sobrenadante fue reprecipitado con 
isopropanol frío, Cloruro de Sodio 5 M (5%) y centrifugación a 4°C. 
Luego de 2 lavados con etanol 70%, el pellet obtenido fue resuspendido en cantidad 
suficiente de buffer TE 1X hasta su disolución total. 
Las muestras de ADN se conservaron a -20°C. 
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La concentración y pureza del ADN obtenido se cuantificó por comparación con el marcador 
de peso molecular λ cortado con la enzima Hind III (Pb-L, UNQ) en un gel de agarosa LE 
(Biodynamics®) (TAE 1X) al 0,8% teñido con bromuro de etidio (0,01 mg/mL), sembrando 
2 μl de ADN, 2 μl de buffer de siembra y 6 μl de TE 1X, y con condiciones de corrida de 
100V durante 60 minutos. 
Amplificación de ADN y ajuste de las condiciones de PCR 
Se utilizaron 13 iniciadores ISSR (Intersimple Sequence Repeats), descriptos por la UBC, 
Jain et al., (1999) y Blair et al., (1999), los cuales se enlistan en la Tabla 5. 
Las reacciones de amplificación, para cada iniciador, se llevaron a cabo con 3 mM de 
Cloruro de Magnesio, utilizando gradientes de temperatura a fin de encontrar las 
temperaturas óptimas de hibridación. Se evaluó un gradiente de 6 temperaturas 
descendentes a partir de la Tm (Temperatura de Melting) de cada iniciador (Tabla 6).  
Una vez encontrada la temperatura óptima de cada iniciador se ajustó la concentración de 
Cloruro de Magnesio, probándose 5 concentraciones (3,0; 2,5; 2,0; 1,5 y 1,0 mM). 
 
 
Tabla 6. Códigos, secuencias y Tu (Temperatura de Uso) de los 13 iniciadores ISSRs utilizados. (*) Esta 
referencia corresponde a la secuencia original (GA)9T, el iniciador usado en este trabajo contiene una T más.  
 
Las reacciones de PCR ( Reacción en Cadena de la Polimerasa) se llevaron a cabo en un 
volumen final de 25 µl conteniendo 30 ng de ADN total, 0,5 U de Taq polimerasa, 2,5 µl de 
buffer de reacción 10X  (Kit InBio- Highway, Tandil, Argentina), 0,2 mM de cada dNTP 
(Promega Corporation, Madison, WI; distribuidor local: Biodynamics®, Buenos Aires, 
Argentina), 0,8 µM de iniciador (Operon, Alameda, CA, USA; distribuidor local: Tecnolab 
SA, Buenos Aires, Argentina), y la concentración correspondiente de MgCl2 (InBio- 
Highway, Tandil, Argentina) para cada iniciador (Tabla 6). Se utilizó un termociclador Bio-
Rad Mi Cycler, CA, EE.UU; distribuidor local: Tecnolab SA) bajo las siguientes condiciones 
Código Iniciador Tu (°C) MgCl2 (mM) Secuencia (5’-3’) Referencia 
A 3’GGG 60 2,5 GGG(TGGGG)2TG UBC 
B 5’GACA 53 2,5 TC(GACA)4 Jain et al.,1999 
C 3’CAC 57 1,5 (CAC)5GT Jain et al.,1999 
D 3’CAG 55 2,0 (CAG)5AT Jain et al.,1999 
E 3’AG 53 2,0 (AG)8C UBC 
F 3’TG 51 2,0 (TG)8A UBC 
G 3’AC 53 2,0 (AC)8G UBC 
H 3’TC 51 2,0 (TC)8A UBC 
I 3’GA 56 2,0 (GA)10T* Blair et al.,1999* 
J 5’CA 57 1,0 CCCGGATCC(CA)9 Blair et al.,1999 
K 5’CT 67 2,0 CCGGATCC(CT)9 Blair et al.,1999 
L 5’GT 67 2,0 CCCGGATCC(GT)9 Blair et al.,1999 
M 5’GA 67 2,5 CCCGGATCC(GA)9 Blair et al.,1999 
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de amplificación: una etapa preliminar de un ciclo de 90 segundos a 94°C, seguido de 40 
ciclos de: 40 segundos a 94°C, 45 segundos a la temperatura de hibridación 
correspondiente a cada iniciador (Tabla 6), 90 segundos a 72°C, y un ciclo de una extensión 
final de 10 minutos a 72°C. 
Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa-TAE 1X al 3%, cargando 10 μL 
de una mezcla, conteniendo 8 μL del producto de reacción y 2 μL de buffer de siembra 3X 
(Azul de bromofenol 0,25%, Glicerol 50%, Tris-HCl 10 mM, pH: 7,5, EDTA 50 mM. 
Biodynamics). 
Los geles fueron teñidos con bromuro de etidio (0,05 mg/mL), corridos a 80V durante 4 
horas y se documentaron con el sistema de fotografía DocIt® de UVP. Las bandas 
obtenidas fueron estimadas (en pares de bases -pb-) por comparación con el marcador de 
peso molecular 100 bp (PB-L, UNQ). 
Para evaluar la reproducibilidad del perfil de bandas obtenido, tanto la extracción de ADN 
como las reacciones de PCR se efectuaron dos veces. Las bandas con igual migración 
fueron consideradas como fragmentos idénticos.  
Análisis de los datos moleculares 
Para el análisis sólo se consideraron aquellas bandas claramente definidas, 
independientemente de su intensidad. 
Cada fragmento amplificado se consideró como un alelo dominante para cada locus, 
codificando su presencia o ausencia como 1 ó 0, respectivamente, permitiendo la 
generación del perfil de identificación molecular para cada individuo. La matriz binaria de 
datos resultante del análisis se utilizó para calcular las similitudes genéticas en base al 
coeficiente de Jaccard.  
La matriz de similitud generada fue analizada siguiendo el método UPGMA. 
Todos los datos fueron generados por el programa NTSYS-PC versión 2,02 (Rohlf, 1998). 
Posteriormente, la asociación entre la matriz de similitud y la obtenida del dendrograma se 
evaluó con el test de Mantel (1967) utilizando 1000 permutaciones aleatorias con el 
software NTSYS-PC vs. 2,02.  
Los porcentajes de polimorfismos de cada iniciador se calcularon utilizando el software 
GenAlEx versión 6,5 (Peakall y Smouse, 2012). 
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DESARROLLO DE UNA NUEVA VARIEDAD DE INCAYUYO 
A partir de las diferencias encontradas entre el genotipo original diploide (la planta madre) 
y los autotetraploides aquí originados, se realizaron y presentaron los descriptores para su 
inscripción en el Instituto Nacional de Semillas (INASE), como nueva variedad de incayuyo. 
Para esto, se diseñaron los descriptores correspondientes para el genotipo original (planta 
madre) y para las plantas tetraploides a partir de descriptores propuestos por el INASE 
(http://www.inase.gov.ar/index.php?option=com_content&view=article&id=101&Itemid=14
8). 
Los descriptores presentados finalmente ante el INASE se muestran en el Anexo III de este 
trabajo, con los cuales se compararon los siguientes rasgos: aspecto general de la planta, 
grosor de los tallos, tamaño de hojas, tamaño de inflorescencias, áreas de estomas, áreas 
de granos de polen, áreas de tricomas, número de cromosomas, rendimiento de aceite 
esencial y composición del mismo. 
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7. RESULTADOS 
 
ENRAIZAMIENTO DE ESTACAS   
A partir del genotipo de interés seleccionado, se realizaron las estacas correspondientes, 
lográndose el 100% de enraizamiento y sobrevida (Figura 26) con el tratamiento de IBA 
2500 ppm.  
 
Figura 26. Enraizamiento de estacas del genotipo seleccionado de L. integrifolia para introducir a cultivo in vitro. 
a) Estacas iniciales. b) Estacas enraizadas al cabo de 30 días. c) Estacas desarrollando en invernáculo 
estándar. 
 
INTRODUCCIÓN IN VITRO 
Desinfección de los explantos 
La contaminación por hongos y/o bacterias fue de menos del 10% en cada tratamiento 
evaluado, con lo que quedó demostrada la eficacia del método de desinfección utilizado. 
Evaluación del medio de cultivo  
La Figura 27 y el Grafico 1 muestran las diferencias en el aspecto de los explantos y los 
porcentajes de sobrevida en cada uno de los medios evaluados. Entre ambos medios, el 
MS resultó ser el más adecuado para el desarrollo de los explantos, ya que en todas sus 
formulaciones los porcentajes de sobrevida fueron mayores a los obtenidos con WPM.   
 
 
 
 
 
 
a b c 
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Figura 27. Explantos desarrollando en los diferentes medios evaluados. a) MS 1X. b) MS 0,5X. c) MS 0,25X. d) 
MS 0,125X. e) WPM 1X. f) WPM 0,5X.  
 
 
Gráfico 1. Porcentajes de sobrevida de los explantos en las diferentes formulaciones de medios ensayadas. a) 
MS. b) WPM. 
 
En la Figura 27a, se puede observar como en el medio MS se obtuvo el mayor desarrollo 
de yemas con casi un 90% de sobrevida (Gráfico 1a), con lo cual fue seleccionado para el 
establecimiento in vitro de los explantos. La dilución 0,5X, si bien mostró un 70% de 
sobrevida, provocó una disminución en el desarrollo de los explantos, como muestra la 
Figura 27b. Por su parte, en las diluciones 0,25X y 0,125X los procesos de oxidación 
provocaron la pérdida de la mayoría de los explantos alcanzando solamente un 30% de 
sobrevida, y observándose un leve desarrollo en los explantos sobrevivientes (Figuras 27c 
y 27d). 
a b c d 
e f 
MS 1X MS 0,5X MS 0,25X MS 0,125X WPM 1X WPM 0,5X WPM 0,25X WPM 0,125X 
a b 
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En el WPM, tanto el desarrollo de los explantos como los porcentajes de sobrevida se vieron 
disminuidos. Como muestra el Gráfico 1b, en la formulación completa el porcentaje de 
sobrevida fue del 60%, sin embargo el desarrollo se vio fuertemente afectado (Figura 27e). 
La oxidación de los tejidos se incrementó en las diluciones, donde 0,5X permitió la sobrevida 
de sólo el 30% de los explantos, los cuales apenas se desarrollaron (Figura 27f), y los casos 
de 0,25X y 0,125X fueron los más severos, donde ningún explanto pudo sobrevivir (Grafico 
1b).  
A partir de los resultados obtenidos con el medio MS completo, los explantos sobrevivientes 
fueron subcultivados a este medio, tras lo cual, una vez alcanzado un número suficiente de 
entrenudos, fueron empleadas para comenzar los ensayos de multiplicación in vitro de este 
trabajo. 
 
MULTIPLICACIÓN IN VITRO 
Ensayo preliminar con BAP e IBA 
La respuesta generada por la aplicación de BAP e IBA, por sí solos o en combinación, en 
el medio base se observa en la Figura 28. 
 
Figura 28. Respuestas observadas tras la adición de BAP e IBA al medio MS de L. integrifolia. a) 4,4 µM BAP, 
multibrotaciones señaladas con flechas blancas. b) 4,4 µM BAP + 0,04 µM IBA. c) 0,4 µM BAP. d) 0,4 µM BAP 
+ 0,04 µM IBA. e) 0,04 µM IBA (raíces señaladas con flechas negras). f) Explanto creciendo en MS (control, 
raíces señaladas con flechas negras). 
a b c 
e f d 
Jesica Iannicelli - 2016 
 
106 
 
Tratamiento (µM) TM (brotes/explanto) 
0,0 1,8±0,4 a 
4,4 BAP 9,8±4,6 b 
4,4 BAP + 0,04 IBA 4,9±2,3 c 
0,4 BAP 2,9±2,1 ac 
0,4 BAP + 0,04 IBA 2,1±1,2 a 
0,04 IBA 1,4±0,8 a 
 
Tabla 7. Tasas de multiplicación de L. integrifolia (expresadas en Medias ± Desviación estándar) obtenidas con 
los distintos tratamientos ensayados con BAP e IBA al cabo de 30 días de cultivo. Letras distintas indican 
diferencias significativas entre tratamientos (Test de Tukey, p<0,05). 
 
La mayor tasa de multiplicación se observó con el tratamiento 4,4 µM BAP, con casi 10 
brotes/explanto, resultando significativamente mayor al resto de los tratamientos, como 
muestran tanto la Figura 28a como la Tabla 7. Además, el agregado de BAP trajo aparejado 
la generación de callos en la base de los explantos. 
Por el otro lado, cuando se adicionó IBA a este tratamiento, la tasa de multiplicación 
disminuyó a la mitad, con casi 5 brotes/explanto (Figura 28b).  
Con 0,4 µM de BAP, con y sin IBA, tanto la respuesta como la tasa de multiplicación fueron 
significativamente menores, como se observa en las Figuras 28c y 28d, y se refleja en la 
Tabla 7.  
Por su parte en los tratamientos IBA 0,04 µM y control solamente se produjo el desarrollo 
de yemas pre-existentes (yemas apicales y/o axilares) y la generación de raíces (Figuras 
28e y f). 
Los brotes generados fueron aislados para comenzar a evaluar su enraizamiento y 
aclimatación. 
 
Ensayo con diferentes concentraciones de BAP 
A partir de los resultados obtenidos con el tratamiento 4,4 µM, se ensayaron 
concentraciones menores de BAP. 
La Figura 29 muestra la respuesta generada en los tratamientos ensayados, donde a 
excepción de los controles, se observó la formación de callos y multibrotaciones en todos 
los casos, y como se desprende de la observación de esta figura, a partir de los tres 
tratamientos se obtuvieron satisfactorias tasas de multiplicación. 
Asimismo, no se observó desarrollo de raíces en ninguno de los tratamientos con esta 
citocinina, a diferencia de lo observado en los explantos control. 
Los controles mostraron solamente, como en el ensayo anterior, desarrollo de yemas pre-
existentes (apicales y/o axilares) y generación de raíces adventicias. 
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Figura 29. Multibrotaciones (flechas blancas) desarrolladas en los diferentes tratamientos con BAP al cabo de 
45 días de cultivo. a) Explanto creciendo en MS (control, raíces señaladas con flechas negras). b) 2,2 µM. c) 
3,3 µM. d) 4,4 µM. 
Tratamiento (µM) TM (brotes/explanto) 
0,0 BAP 1,8±0,7 b 
2,2 BAP 15,6±8,2 a 
3,3 BAP 8,5±4,5 a 
4,4 BAP 14,2±9,4 a 
 
Tabla 8. Tasas de multiplicación de L. integrifolia (expresadas en Medias ± Desviación estándar) obtenidas con 
los distintos tratamientos ensayados con BAP al cabo de 45 días de cultivo. Letras distintas indican diferencias 
significativas entre tratamientos (Test de Tukey, p<0,05). 
 
Como se indica en la Tabla 8, no se encontraron diferencias significativas entre los 
tratamientos probados, pero sí se diferenciaron del control. Esto concuerda con lo que se 
observa en la Figura 29. 
a b 
c d 
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Tanto con el tratamiento 2,2 µM y 4,4 µM se obtuvieron tasas muy similares, de 16 y 14 
brotes/explanto luego de 45 días de cultivo, por lo que se seleccionó al de menor 
concentración (2,2 µM) para continuar con los ensayos.  
Es importante destacar que algunos explantos produjeron alrededor de 30 brotes. La Figura 
30 muestra el aislamiento de las brotaciones a partir de un explanto, donde se contabilizaron 
28 brotes.  
 
Figura 30. Brotes aislados a partir de un explanto del tratamiento 2,2 µM de BAP. 
 
Los brotes aislados que muestra la Figura 30 fueron enraizados y posteriormente 
aclimatados. 
 
Ensayo con diferentes citocininas (BAP–TDZ–KIN) en concentraciones equimolares 
En la Figura 31 se observa que los tres tratamientos generaron callos y desarrollo de brotes. 
Sin embargo, la magnitud en cuanto a la generación de brotaciones fue claramente 
diferente, hecho que se reflejó en la Tabla 9 que muestra que las tasas de multiplicación 
obtenidas con TDZ y KIN fueron significativamente menores a la del tratamiento con BAP. 
Por este motivo, como en el ensayo anterior, el tratamiento con BAP resultó ser el más 
adecuado para la multiplicación in vitro. 
Asimismo, entre los tratamientos TDZ y KIN no se detectaron diferencias significativas. 
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Figura 31. Multibrotaciones desarrolladas en los diferentes tratamientos equimolares con distintas citocininas. 
a) 2,2 μM TDZ. b) 2,2 μM BAP. c) 2,2 μM KIN. 
 
 
Tratamiento (µM) TM (brotes/explanto) 
2,2 BAP 15,7±8,3 a 
2,2 TDZ 5,7±2,7 b 
2,2 KIN 3,8±1,8 b 
 
Tabla 9. Tasas de multiplicación de L. integrifolia (expresadas en Medias ± Desviación estándar) obtenidas con 
los distintos tratamientos equimolares con diferentes citocininas. Letras distintas indican diferencias 
significativas entre tratamientos (Test de Tukey, p<0,05).  
a b 
c 
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ENRAIZAMIENTO Y ACLIMATACIÓN 
Una vez que los brotes, obtenidos en los tres ensayos de multiplicación, alcanzaron una 
altura de 2 cm, se transfirieron al medio de enraizamiento.  
El medio MS 0,5X con el agregado de AIA (0,28 µM) resultó adecuado ya que, tras el 
subcultivo de los brotes a este medio, el 80% de las plántulas desarrolló raíces adventicias 
(Figura 32a). Estas plántulas, enraizadas y elongadas, fueron transferidas a condiciones ex 
vitro para ser aclimatadas (Figura 32b).  
Asimismo, los explantos control (crecidos en MS sin el agregado de reguladores) que 
desarrollaron raíces espontáneamente fueron aclimatados y se desarrollaron normalmente. 
 
Figura 32. Enraizamiento y aclimatación de las plántulas regeneradas. a) Plántulas provenientes del tratamiento 
2.2 µM de BAP, enraizadas al cabo de 30 días de cultivo en el medio de enraizamiento MS 0,5X + 0,28 µM AIA. 
b) Aclimatación de las plántulas. 
 
El protocolo de aclimatación utilizado resultó exitoso al obtenerse casi el 100% de sobrevida 
de las plántulas al cabo de 30 días, una vez retirada la bolsa (Figura 33a). 
Por último, las plántulas aclimatadas, fueron transferidas a un invernáculo estándar, donde 
todas se desarrollaron normalmente (Figura 33b) y florecieron en tiempo y forma. 
 
 
 
 
 
 
 
a b 
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Figura 33. Pasaje a condiciones de invernáculo de las plántulas regeneradas de L. integrifolia. a) Plántulas 
aclimatadas al cabo de 30 días en la cámara húmeda. b) Plantas regeneradas desarrollándose en invernáculo 
estándar. 
  
a 
b 
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EVALUACIÓN A CAMPO 
Después de 12 meses, el 90% de las plantas trasplantadas sobrevivió. Las plantas 
alcanzaron una altura de 1,8 m, y como muestra la Figura 34a se desarrollaron y florecieron 
con normalidad (Figura 34b). 
Una vez que alcanzaron la floración, las partes aéreas (hojas y flores) fueron cosechadas. 
 
Figura 34. Evaluación a campo de las plantas regeneradas por cultivo in vitro de L. integrifolia. a) Plantas 
creciendo en el EEA INTA La Rioja. b) Floración de las plantas en evaluación. 
 
  
a 
b 
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DESARROLLO Y OBSERVACION HISTOLÓGICA DE CALLOS IN VITRO  
La Figura 35 muestra la evolución de los callos generados por la adición de 2,2 µM BAP 
durante 45 días de cultivo. Se pueden observar las diferentes etapas de crecimiento y 
desarrollo de los mismos hasta alcanzar las multibrotaciones obtenidas en los ensayos de 
multiplicación. 
 
Figura 35. Seguimiento del desarrollo de callos y brotaciones en el tratamiento BAP 2,2 µM de L. integrifolia. a) 
Explanto inicial a los 10 días de cultivo, ensanchamiento de la base y comienzo de formación de masa callosa 
señaladas con flechas negras. b) Explanto a los 20 días de cultivo, masa callosa compacta señalada con flechas 
negras. c) y d) Explantos a los 30 días de cultivo, brotaciones comenzando a desarrollar (flechas blancas) a 
partir de los callos ya formados (flechas negras). e) Multibrotaciones desarrolladas (flechas blancas) y callos 
(flechas negras) al cabo de 45 días.  
 
a b 
c d 
e 
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La Figura 35a muestra un explanto inicial, a los 10 días de cultivo, donde se observó el 
ensanchamiento de la base y el comienzo de formación de una masa de células hacia los 
bordes del mismo.  
A los 20 días, el ensanchamiento se desarrolló en una masa compacta, señalada en la 
Figura 35b, la cual derivó en un pequeño callo, en donde, a los 30 días se comenzaron a 
observar brotaciones. Las Figuras 35c y 35d muestran los brotes creciendo alrededor del 
callo.  
Finalmente, al cabo de 45 días de cultivo, ya con la observación de callos totalmente 
formados, las multibrotaciones se desarrollaron completamente (Figura 35e) y pudieron ser 
aisladas. 
  
Los callos desarrollados resultaron ser efectivamente organogénicos como muestra la 
observación histológica en la Figura 36, donde se aprecia el origen de los brotes 
recuperados in vitro.  
 
Figura 36. Respuesta organogénica de callos de L. integrifolia desarrollados a partir del tratamiento de 2,2 µM 
de BAP. a) Brotes de novo desarrollados a partir de un callo (9X). b) y c) Secciones histológicas de callos que 
muestran actividad meristemática. DM: Domo meristemático. PF: primordios foliares. V: vástago. Aumento 10X 
en “b” y 4X en “c”. 
 
La Figura 36a muestra los brotes de novo desarrollándose sobre un sector de un callo 
compacto.  
El método de tinción utilizado resultó adecuado para confirmar la organogénesis indirecta 
producida a partir de estos callos, ya que pudieron observarse los domos meristemáticos y 
los primordios foliares (Figuras 36b y c), e incluso, vástagos en desarrollo (Figura 36c). 
 
  
a b 
PF 
DM 
c 
V 
DM 
PF 
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EVALUACIÓN FENOTÍPICA DE LOS INDIVIDUOS REGENERADOS POR CULTIVO IN 
VITRO  
Cuando se compararon los tamaños de hojas e inflorescencias de los individuos 
recuperados de in vitro por ambas vías de regeneración, esto es aquellos desarrollados 
como brotes de novo y aquellos provenientes del desarrollo de yemas pre-existentes, con 
respecto a la planta madre, no se encontraron diferencias significativas (Tabla 10). 
 
Individuos 
ANCHO HOJAS 
(mm) 
LARGO HOJAS 
(mm) 
DIAM INFLORES 
(cm) 
PM 6,7±0,9 a 39,0±3,6 a 0,9±0,1 a 
VBAP 6,5±0,5 a 42,3±2,1 a 0,8±0,1 a 
Vs/BAP 6,3±0,7 a 39,0±1,8 a 0,9±0,1 a 
 
Tabla 10. Comparación del tamaño de hojas (ancho y largo) e inflorescencias (diámetro), expresados en Medias 
± Desviación estándar, entre la planta madre e individuos recuperados de in vitro de L. integrifolia. PM: Planta 
Madre. VBAP: individuos de in vitro regenerados a partir de brotes de novo de callos crecidos en BAP 2,2 µM. 
Vs/BAP: individuos de in vitro generados a partir del desarrollo de yemas axilares pre-existentes de los controles. 
Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (Test de Tukey, p<0,05).  
 
Sin embargo, una vez que las plántulas fueron establecidas en macetas, se detectaron 
diferencias en el número de hojas por nudo en algunas de ellas, observándose individuos 
con cuatro hojas por nudo, siendo dos el número normal de las hojas de la planta madre 
(Figura 37a).  
Debe destacarse que como se detalla en las Figuras 37b y 37c, este fenómeno se detectó 
no sólo en las plantas regeneradas a partir de cultivos de callos, sino también en las plantas 
desarrolladas a partir de los explantos control, donde sólo hubo desarrollo de yemas 
axilares pre-existentes, ya que no se utilizaron reguladores de crecimiento en ningún 
momento.  
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Figura 37. Diferencias en el número de hojas por nudo de individuos regenerados por cultivo in vitro y la planta 
madre de L. integrifolia, desarrollando en condiciones de invernáculo. a) Planta madre con 2 hojas/nudo. b) 
Individuo de cultivo in vitro con 2,2 µM BAP (brote de novo regenerado) con 4 hojas/nudo, indicado con una 
flecha blanca. c) Individuo de cultivo in vitro libre de reguladores (desarrollo de yemas axilares) con 4 hojas/nudo, 
indicado con una flecha blanca.  
 
Estas diferencias en el número de hojas se mantuvieron incluso cuando las plantas fueron 
llevadas a condiciones naturales en La Rioja, como muestra la Figura 38.  
a 
b 
c 
Jesica Iannicelli - 2016 
 
117 
 
 
Figura 38. Individuo proveniente de cultivo in vitro del tratamiento con BAP, creciendo en condiciones naturales 
(La Rioja). el círculo rojo indica la existencia de 4 botones florales y 4 hojas por nudo. 
 
Al finalizar los ensayos de multiplicación in vitro, se contó con una colección de individuos 
regenerados por organogénesis indirecta (cultivo de callos) e individuos generados por el 
desarrollo de las yemas axilares pre-existentes de los explantos (controles).  
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POLIPLOIDIZACIÓN IN VITRO 
Ensayo por inmersión en solución de colchicina 
En ninguno de los tratamientos, incluyendo los controles, fue posible recuperar explantos 
luego del proceso de inmersión. Tanto en los tratamientos con colchicina, en ambos tiempos 
de exposición, como en los controles en DMSO y agua, se obtuvieron explantos 
amarronados, que luego de ser subcultivados en medio de multiplicación, se oxidaron 
completamente, como se observa en las Figuras 39 y 40, muriendo al cabo de 7 días.  
 
Figura 39. Explantos subcultivados al medio de multiplicación MS + BAP 2,2 µM luego de 24 horas de inmersión 
en los diferentes tratamientos. a) 0,01% colchicina. b) 0,001% colchicina. c) DMSO 1%. d) Agua. 
 
  
a b 
c d 
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Figura 40. Explantos subcultivados al medio de multiplicación MS + BAP 2,2 µM luego de 48 horas de inmersión 
en los diferentes tratamientos. a) 0,01% colchicina. b) 0,001% colchicina. c) DMSO 1%. d) Agua. 
 
Solamente se observó desarrollo en los explantos que no fueron sumergidos, y que 
crecieron en medio de multiplicación desde un principio, como muestra la Figura 41. 
 
Figura 41. Explantos del control sin inmersión en medio de multiplicación MS + BAP 2,2 µM. 
 
  
a b 
c d 
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Ensayo por agregado de solución de colchicina al medio de cultivo 
A diferencia del ensayo anterior, con el agregado de colchicina al medio de multiplicación 
fue posible la generación de autotetraploides.  
 
Si bien la adición de colchicina generó complicaciones, como el aumento de oxidación en 
los tejidos, se logró obtener callos y producir brotes a partir de ellos, una vez que se los 
transfirió a medio libre de colchicina, como muestra la Figura 42.  
 
Figura 42. Cultivo de explantos de L. integrifolia en medio de multiplicación con el agregado de colchicina. a) 
Explanto inicial en MS + BAP 2,2 µM. b) Comparación del desarrollo de un explanto tratado con colchicina 
(izquierda) y un explanto sin tratar (derecha), ambos en medio de multiplicación (MS + BAP 2,2 µM) libre de 
colchicina, a los 40 días. c) y d) Callos con brotaciones (señaladas con flechas blancas) desarrolladas en medio 
de multiplicación (MS + BAP 2,2 µM) luego del tratamiento con colchicina, tras 60 días de cultivo. 
 
En una etapa temprana del ensayo, se buscó estimular la formación de estos callos antes 
del pasaje a la colchicina, por lo que tras 10 días de cultivo en BAP 2,2 µM, los explantos 
fueron subcultivados al medio de multiplicación conteniendo la colchicina (Figura 42a). 
Luego de los 15 días de cultivo en medio con colchicina y en oscuridad, los explantos fueron 
retirados de estas condiciones y se los dejó desarrollar en medio de multiplicación BAP 2,2 
µM. En esta etapa, se perdió el 50% de los explantos.  
a b 
c d 
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La Figura 42b muestra otra de las observaciones realizadas en los materiales expuestos a 
colchicina, donde se puede apreciar que luego de 40 días de cultivo, los explantos controles 
(MS + BAP 2,2 µM) desarrollaron callos y multibrotaciones normalmente mientras que en 
los explantos que pasaron por colchicina, se observaron tejidos necrosados, callos de 
menor desarrollo y tamaño, y un retardo en el desarrollo de brotes.  
Tras 60 días, los explantos tratados comenzaron a responder con callos de tamaño 
considerable y la aparición de brotes en forma de multibrotaciones, pero con características 
diferentes a las multibrotaciones habituales. Las Figuras 42c y 42d muestran la aparición 
de estas brotaciones, donde se aprecian estructuras redondeadas y compactadas. 
 
Las múltiples brotaciones prosperaron y se desarrollaron como muestra la Figura 43, dando 
lugar a putativos poliploides, así considerados al observarse hojas más anchas y 
redondeadas y de mayor grosor. Estas características se indican con flechas en cada 
ejemplo de la Figura 43.  
 
Figura 43. Brotaciones desarrolladas en MS + BAP 2,2 µM en los explantos sobrevivientes tras el cultivo con 
colchicina. Las flechas blancas evidencian aspectos diferentes a las brotaciones normalmente desarrolladas en 
este medio de multiplicación.  
 
El retardo observado en el desarrollo de las brotaciones hizo que se prolongara el tiempo 
de cultivo en este ensayo, por lo que tras 7 meses de cultivo se calculó la tasa de 
multiplicación, obteniéndose un promedio de 37 brotes/explanto. 
 
Los controles por su parte, se desarrollaron normalmente. Como muestra la Figura 44, se 
produjeron las típicas multibrotaciones en los tiempos estimados para la multiplicación in 
vitro (40 días de cultivo). Los brotes mostraron aspectos normales a los generados en los 
ensayos de multiplicación. 
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En la Figura 44a se muestra lo esperado para los explantos en medio de multiplicación en 
luz y sin el agregado de colchicina, el desarrollo sin inconvenientes. En tanto las Figuras 
44b y 44c evidencian que ni el DMSO ni las condiciones de oscuridad afectaron el desarrollo 
de los múltiples brotes. La Figura 44d muestra el desarrollo de las yemas pre existentes. 
 
 
Figura 44. Desarrollo de multibrotaciones en los tratamientos control. a) Explantos en MS + BAP 2,2 µM en luz. 
b) Explantos en MS + BAP 2,2 µM en oscuridad. c) Explantos en MS + BAP 2,2 µM con el agregado de DMSO 
1%.). d) Explantos en MS. 
 
Los brotes de los explantos tratados con colchicina pudieron ser aislados al medio de 
enraizamiento MS 0,5X + AIA 0,28 µM, donde se propició el desarrollo de raíces 
adventicias. En la Figura 45a puede observarse el crecimiento de raíces en la base de un 
explanto (brote aislado). 
Sin embargo, debido al lento crecimiento y desarrollo observados, esta etapa también 
generó pérdidas de explantos, ya que una vez aislados, muchos brotes no prosperaron y 
comenzaron a necrosarse. En la Figura 45b se aprecia el avance de la necrosis en las hojas 
de un brote aislado, el cual también exhibe desarrollo de raíces. A pesar de la producción 
de la rizogénesis, la oxidación continuó avanzando, y por este motivo, casi el 70% de los 
brotes se perdieron durante el proceso de enraizamiento in vitro. 
d c 
b a 
d 
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A medida que los brotes fueron desarrollando, las diferencias con las plántulas de los 
controles se fueron haciendo más evidentes. La Figura 45c muestra el aspecto de una 
plántula proveniente del tratamiento con colchicina - en comparación a una plántula control 
sin tratar - la cual exhibe hojas más anchas y redondeadas, tallos más gruesos y menor 
elongación.  
 
Figura 45. Enraizamiento de brotes recuperados luego del tratamiento con colchicina. a) Brote putativamente 
poliploide generando raíces (flechas blancas) en MS 0,5X + AIA 0,28 µM. b) Brotes comenzando a necrosarse 
(flechas negras), con raíces (flechas blancas). c) Comparación del aspecto de una plántula putativamente 
poliploide (izquierda, proveniente del tratamiento con colchicina) y una plántula control (derecha, sin tratar). 
 
Durante la aclimatación, sólo el 25% de los explantos logró superar esta etapa.  
Las plántulas que sobrevivieron a este proceso, pueden observarse en la Figura 46.  
c 
a b 
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Figura 46. Plántulas de L. integrifolia sobrevivientes al proceso de aclimatación, creciendo en cámara húmeda. 
 
En las plántulas aclimatadas, se hicieron aún más notorias las diferencias morfológicas 
entre los distintos individuos. En la Figura 47, se muestra la comparación en detalle entre 
un individuo putativamente poliploide donde se observan hojas más anchas y una 
arquitectura más compacta, con menos ramificaciones, y otro diploide, con hojas normales 
y semejantes a las de la planta madre. 
 
Figura 47. Comparación en detalle de una plántula de L. integrifolia putativamente poliploide (izquierda) y otra 
diploide (derecha), ambas provenientes del tratamiento con colchicina. 
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DETECCIÓN Y CONFIRMACIÓN DE POLIPLOIDES 
Determinación del nivel de ploidía por Citometría de Flujo 
De los tratamientos con colchicina se recuperaron un total de 37 plantas, de los cuales, 19 
resultaron ser tetraploides, 13 permanecieron diploides, y 5 fueron quimeras de tetraploides. 
Los controles, por su parte resultaron ser todos diploides. 
Este resultado se condijo con lo observado en el aspecto de las plántulas tanto en las etapas 
tempranas aún en condiciones in vitro, como en la etapa de aclimatación. Aquellas plántulas 
de aspecto sospechoso resultaron ser tetraploides. 
La Tabla 11 muestra las diferencias en los contenidos relativos de ADN (medidos como 
fluorescencia) de todos los individuos recuperados, mientras que en la Figura 48 se 
observan los diferentes perfiles obtenidos por citometría, donde los diploides generaron un 
pico de fluorescencia en 30 (Figura 48a), los tetraploides mostraron un pico al doble en 60 
(Figura 48b), y las quimeras exhibieron ambos picos (Figura 48c). 
 
 
 
 
 
 
Tabla 11. Contenidos relativos de ADN (medianas) de los individuos recuperados del tratamiento con colchicina 
y controles. Letras diferentes indican diferencias significativas (prueba de Kruskal-Wallis, p<0,05). 4n COL: 
tetraploides provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. 2n COL: diploides provenientes del tratamiento 
con colchicina in vitro. 2n BAP: diploides provenientes de cultivo in vitro sin colchicina, en medio de multiplicación 
con BAP solamente (control). 2n s/BAP: diploides provenientes de cultivo in vitro sin colchicina, en medio de 
cultivo sin BAP (control). 2n+4n COL: quimeras provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. 
  
Individuos Cantidad de ADN relativo (pg) 
4n COL 65,2 a 
2n COL 32,2 b 
2n BAP 30,5 b 
2n s/BAP 30,3 b 
2n+4n COL 32,3 a / 59,2 b 
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Figura 48. Perfiles del contenido de ADN relativo obtenidos por citometría de flujo. a) Planta diploide. b) Planta 
tetraploide. c) Planta quimera. Eje de abscisas: intensidad de fluorescencia. Eje de ordenadas: conteo de 
núcleos celulares. 
 
Estudio de la Citología y Confirmación de poliploides por Conteo Cromosómico 
La Figura 49a muestra los cromosomas del genotipo de la planta madre, en tanto que en la 
Figura 49b pueden observarse el doble de los cromosomas en un individuo tratado con 
colchicina.  
Para planta la madre se contaron 36 cromosomas (2n=36), demostrando ser diploide; 
mientras que en los individuos recuperados luego del tratamiento con colchicina se 
contabilizó el doble de cromosomas (2n=4X=72), quedando confirmada la eficacia de la 
poliploidización inducida. 
 
  
a 
b 
c 
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Figura 49. Cromosomas en mitosis de la planta madre y un tetraploide de L. integrifolia. a) Metafase mitótica de 
la planta madre (2n= 2x=36) (5 μm). b) Prometafase mitótica de un tetraploide (2n=4x=72) (10 μm).  
 
Cabe destacar que durante el conteo de uno de los tetraploides detectado por el citómetro, 
se observaron células diploides 2n=36 y tetraploides 4n=72 en sus raíces, como muestra la 
Figura 50. 
Cuando se analizaron las raíces y las hojas, nuevamente, por citometría, la cantidad de 
ADN nuclear obtenida de las raíces fue la mitad a la de las hojas (25,1 y 57,7 pg, 
respectivamente). Este resultado concordó con lo observado tras el conteo de cromosomas. 
De esta forma, este individuo resultó ser quimérico de hojas y raíces, siendo su parte aérea 
tetraploide, con lo cual exhibió fenotipo tetraploide, y sus raíces diploides y tetraploides. 
 
Figura 50. Cromosomas en mitosis de un individuo quimérico de raíz y hojas. a) Metafase mitótica de células 
diploides de la raíz (2n=2x=36). B) Metafase mitótica de células tetraploides de la raíz (2n=4x=72). 5 μm en 
ambas figuras.  
a b 
a b 
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CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE POLIPLOIDES 
Medición de hojas, inflorescencias, tricomas, estomas y granos de polen 
La población obtenida de plántulas autotetraploides, diploides y quimeras fue mantenida en 
condiciones de invernáculo estándar (Figura 51a). 
Al cabo de 10 meses, estas plantas alcanzaron un completo desarrollo y florecieron 
normalmente. En la Figura 51b pueden observarse a simple vista las diferencias entre un 
tetraploide y un diploide.  
Finalmente, tras más de 2 años de seguir en condiciones de invernáculo, como muestra la 
Figura 51c las plantas fueron mantenidas y continuaron desarrollándose y floreciendo cada 
año. 
 
Figura 51. Plantas de L. integrifolia regeneradas del ensayo de poliploidización in vitro y establecimiento de 
tetraploides en condiciones de invernáculo estándar. a) Población de plántulas diploides (izquierda) y 
tetraploides (derecha) recién llevadas a invernáculo. b) Un tetraploide (izquierda) y un diploide (derecha) 10 
meses después. c) Colección de plantas tetraploides creciendo en invernáculo. 
  
c 
b a 
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Tabla 12. Comparación de los caracteres fenotípicos evaluados, expresados en Medias ± Desviación estándar, 
entre las plantas recuperadas a partir del ensayo colchicina y la planta madre de L. integrifolia. PM: Planta 
Madre. 4n COL: tetraploides provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. Q COL: quimeras provenientes 
del tratamiento con colchicina in vitro. 2n COL: diploides provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. 2n 
VBAP: individuos diploides de in vitro regenerados a partir de brotes de novo de callos crecidos en BAP 2,2 µM 
de los controles. 2n Vs/BAP: individuos diploides de in vitro generados a partir del desarrollo de yemas axilares 
pre-existentes de los controles. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (Test de 
Tukey, p<0,05). n/d: no determinado. 
 
A partir de la evaluación fenotípica llevada a cabo se confeccionó la Tabla 12, donde puede 
observarse que todos los caracteres estudiados mostraron una asociación al nivel de 
ploidía, ya que se detectaron diferencias significativas en todas las características entre 
tetraploides y diploides, incluida la planta madre.  
Por su parte, todos los individuos diploides, es decir aquellos que mantuvieron su nivel de 
ploidía a pesar del tratamiento con colchicina, no difirieron en los caracteres medidos de la 
planta madre, también diploide, y tampoco lo hicieron con respecto a los distintos grupos 
de controles. 
 
Como señala la Tabla 12, el ancho de las hojas de los tetraploides fue significativamente 
mayor al de los diploides y quimeras. Lo mismo sucedió con respecto a la planta madre, 
quien, a su vez, no se diferenció del resto de los diploides y las quimeras. 
En cambio, en el largo de las hojas no se encontraron diferencias entre los distintos grupos 
de individuos. 
La Figura 52a muestra una comparación de los diferentes tamaños de hojas entre un 
diploide, un tetraploide y una quimera derivados del tratamiento con colchicina. Asimismo, 
con la Figura 52b pueden apreciarse las diferencias en el aspecto entre una rama de un 
individuo diploide y otro tetraploide. 
 Ancho 
HOJAS 
(mm) 
Largo 
HOJAS 
(mm) 
Diam 
INFLOR 
(cm) 
Área 
ESTOMAS 
(μm²) 
Área POLEN 
(μm²) 
Área 
TRICOM 
(μm²) 
PM 
 
6,7±0,9 a 
 
39,0±3,6 a 
 
0,9±0,1 a 
 
338,5±46,4 a 
 
350,7±26,1 a 
 
3,5±0,3 a 
 
4n COL 
 
11,6±1,5 b 42,0±3,8 a 3,8±0,6 c 748,1±74,3 c 596,9±35,3 b 7,0±0,5 b 
Q COL 
 
7,7±0,7 a 42,8±2,6 a 2,8±0,2 b 536,5±72,6 b 346,2±21,1 a 3,8±0,5 a 
2n COL 7,0±0,6 a 42,5±3,0 a 0,8±0,1 a 329,0±35,3 a 334,2±33,3 a 3,5±0,2 a 
2n 
VBAP 
6,5±0,5 a 42,3±2,1 a 0,8±0,1 a 341,6±35,9 a 347,0±20,2 a n/d 
2n 
Vs/BAP 
6,3±0,7 a 39,0±1,8 a 0,9±0,1 a 318,6±35,0 a 330,2±22,2 a n/d 
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Figura 52. Comparación de las hojas entre los diferentes niveles de ploidía de L. integrifolia. a) Hojas de una 
planta diploide (1), una tetraploide (2) y una quimera (3). Barra: 5 mm. b) Ramas de un diploide (izquierda) y de 
un tetraploide (derecha). 
 
  
b 
1 2 3 
a 
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Como se mencionó anteriormente, tanto diploides como tetraploides florecieron en tiempo 
y forma una vez alcanzada la época de floración. La Figura 53 ilustra la primera floración 
de un individuo tetraploide. 
 
Figura 53. Primera floración de un tetraploide de L. integrifolia. 
 
El diámetro de las inflorescencias de los tetraploides fue significativamente mayor al de las 
quimeras y los diploides, así como al de la planta madre. A su vez, las quimeras mostraron 
diferencias significativas con los diploides y la planta madre. En cambio, el resto de los 
diploides mantuvo las características de la madre (Tabla 12). 
La Figura 54a compara los tamaños de las inflorescencias entre un diploide, un tetraploide 
y una quimera provenientes del tratamiento con colchicina, mientras que la Figura 54b 
muestra el detalle del tamaño de una sola flor de un individuo diploide y otro tetraploide. 
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Figura 54. Comparación de las inflorescencias entre los diferentes niveles de ploidía de L. integrifolia. a) 
Inflorescencias de una planta diploide (1), una tetraploide (2) y una quimera (3). Barra: 5 mm. b) Detalle de una 
flor de un diploide (1) y un tetraploide (2). Barra: 5 mm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 2 3 
a 
b 
2 1 
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Figura 55. Comparación de estomas entre los diferentes niveles de ploidía de L. integrifolia. a) Estomas (círculos 
negros) de un individuo diploide. b) Estomas (círculos negros) de un individuo tetraploide. Barra: 50 µm. 
 
Al igual que las inflorescencias, el área de los estomas de los tetraploides fue 
significativamente mayor al de los diploides, las quimeras y la planta madre. Por su parte, 
las quimeras mostraron tamaños intermedios a los tetraploides y los diploides, difiriendo 
significativamente con ambos. En cambio los diploides mostraron tamaños similares a la 
planta madre. Estas observaciones se detallan en la Tabla 12. 
La Figura 55 muestra estas diferencias encontradas en los tamaños de estomas entre 
diploides (Figura 55a) y tetraploides (Figura 55b) derivados del tratamiento con colchicina. 
 
 
 
a 
b 
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Figura 56. Comparación de granos de polen entre los diferentes niveles de ploidía de L. integrifolia. a) Granos 
de polen de un individuo diploide. b) Granos de polen de un individuo tetraploide. Barra: 50 µm.  
 
El tamaño de los granos de polen de los tetraploides fue significativamente mayor del resto 
de los individuos diploides, quimeras, y planta madre. En cambio, en este aspecto, tanto los 
diploides como tampoco las quimeras, no se diferenciaron de la madre (Tabla 12). 
La Figura 56 se observan las diferencias en el tamaño de estas estructuras en un diploide 
(Figura 56a) y un tetraploide (Figura 56b) desarrollados tras el tratamiento con colchicina 
 
Asimismo, se evaluaron las estructuras contenedoras del aceite esencial, y se encontró que 
el área de los tricomas resultó ser significativamente mayor en los tetraploides en 
comparación a los diploides, las quimeras y la planta madre diploide. Como indica la Tabla 
12 y se observa en la Figura 57, el incremento fue del doble aunque la densidad de los 
tricomas fue menor respecto de los diploides.  
Por su parte, los tricomas de los diploides ex vitro y las quimeras no mostraron diferencias 
con respecto a los de la madre. 
 
 
 
 
 
 
 
a b 
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Figura 57. Comparación de tricomas entre los diferentes niveles de ploidía de L. integrifolia. a) Tricomas de un 
individuo diploide. b) Tricomas de un individuo tetraploide. Barra: 500 µm. 
 
Por otro lado, se observaron individuos con 4 hojas/nudo, como muestra la Figura 58, tanto 
en tetraploides (Figura 58a) como en diploides (Figura 58b). Este hecho ya había sido 
detectado en las plántulas regeneradas a partir de callos – tras el empleo de reguladores 
de crecimiento, durante el ajuste de la multiplicación – y en aquellas desarrolladas a partir 
de yemas pre-existentes, sin el uso de reguladores. 
 
a 
b 
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Figura 58. Diferencias en el número de hojas por nudo de individuos regenerados del tratamiento con colchicina 
in vitro de L. integrifolia. a) Individuo tetraploide. b) Individuo diploide. 
 
En el ensayo con colchicina, tanto las nuevas plantas tetraploides como las que 
permanecieron diploides tras el tratamiento mutagénico, también fueron regeneradas a 
través de la previa formación de un callo y mostraron este rasgo fenotípico.  
 
a b 
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ESTUDIO DE LA FRACCIÓN VOLÁTIL. ACEITES ESENCIALES 
Extracción de aceites esenciales 
La extracción de los aceites esenciales por hidrodestilación se llevó a cabo con el equipo 
Clevenger diseñado y adaptado a la cantidad de muestra. El proceso de destilación puede 
observarse en la Figura 59a. 
 
Figura 59. Hidrodestilación de los aceites esenciales de L. integrifolia. a) Extracción de aceites esenciales con 
un hidrodestilador con trampa Clevenger en microescala. b) Aceite esencial extraído (flecha). c) Detalle de la 
microescala y el aceite extraído (flecha). 
Los aceites esenciales aislados de todos los individuos recuperados ex vitro y la planta 
madre mostraron un color amarillento (Figuras 59b y c) y un intenso aroma. 
Una vez extraídos los aceites de todos los grupos de individuos (planta madre, tetraploides, 
diploides y quimeras derivados del tratamiento con colchicina y los controles diploides), se 
calcularon los rendimientos y luego se corrigieron por un porcentaje de humedad promedio 
para ser expresados en base seca. 
La Tabla 13 muestra todos los rendimientos que se obtuvieron entre los tetraploides, los 
diploides (incluida la planta madre) y las quimeras, dado que los rendimientos entre los 
tetraploides fueron diferentes. Los tetraploides rindieron aceites en un rango de 3,5 a 4,7%, 
mientras que los diploides rindieron entre 2,7 y 3,1%. Por su parte, la planta madre rindió 
2,9%.  
La comparación en el Gráfico 2 de los rendimientos según los grupos analizados y su nivel 
de ploidía, indica que el rendimiento de los tetraploides resultó ser significativamente mayor 
al de los diploides y las quimeras.  
a b c 
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RENDIMIENTOS (V/P) 
PM 4n COLCH 2n COLCH 2n BAP 2n s/BAP Q COLCH 
2,9 3,7 3,0 3,0 3,1 3,3 
 4,4 (*) 2,9 2,9 2,9 3,0 
 4,7 3,1 3,0 3,0 2,9 
 3,9 3,0 2,9 2,9 2,9 
 3,6 2,1    
 3,5 2,7    
 4,1 3,1    
 3,5 2,9    
 3,6     
 3,6     
 3,9     
 3,7     
 3,9     
 
Tabla 13. Rendimientos de aceites esenciales, obtenidos por hidrodestilación, de cada individuo recuperado por 
cultivo in vitro de L. integrifolia, luego del tratamiento con colchicina, los controles y la planta madre. PM: planta 
madre. 4n COLCH: tetraploides provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. 2n COLCH: diploides 
provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. 2n BAP: diploides provenientes de cultivo in vitro sin 
colchicina, en medio de multiplicación con BAP solamente (control). 2n s/BAP: diploides provenientes de cultivo 
in vitro sin colchicina, en medio de cultivo sin BAP (control). Q COLCH: quimeras provenientes del tratamiento 
con colchicina in vitro. 
(*) Tetraploide seleccionado. 
 
Gráfico 2. Comparación de los rendimientos de aceites esenciales de los individuos recuperados por cultivo in 
vitro de L. integrifolia, luego del tratamiento con colchicina y los controles. 4n COLCH: tetraploides provenientes 
del tratamiento con colchicina in vitro. 2n COLCH: diploides provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. 
2n BAP: diploides provenientes de cultivo in vitro sin colchicina, en medio de multiplicación con BAP solamente 
(control). 2n s/BAP: diploides provenientes de cultivo in vitro sin colchicina, en medio de cultivo sin BAP (control). 
2n+4n COLCH: quimeras provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. Letras distintas indican diferencias 
significativas entre los grupos de individuos (Test de Tukey, p<0,05). 
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Por otro lado, la Tabla 14 muestra la producción de aceites esenciales en proporción al 
rendimiento de la planta madre. En ella se observa que el rendimiento de los tetraploides 
también fue significativamente superior al de todos los grupos de diploides y las quimeras. 
Los tetraploides rindieron alrededor de un 35% más (porcentaje promedio). Sin embargo, 
debe destacarse también que algunos tetraploides llegaron a rendir casi un 60% más que 
la planta madre.  
En cambio, el rendimiento de los diploides – tanto de aquellos provenientes del tratamiento 
con colchicina como de ambos controles –, no difirió de la planta madre. Lo mismo sucedió 
con las quimeras. 
 
Individuos 
Rendimientos (%) con 
respecto a la planta madre 
Rendimientos 
(v/p) 
Área tricomas 
(μm²) 
PM 100 2,9 3,5±0,3 a 
4n COL 135,3±12,81 ** 3,5 - 4,7 7,0±0,5 b 
2n COL 99,8±11,1 2,1 - 3,1 3,8±0,5 a 
Q COL 105,9±6,5 2,9 - 3,3 3,5±0,2 a 
2n BAP 102,6±3,0 2,9 - 3,0 n/d 
2n s/BAP 101,8±2,5 2,9 - 3,0 n/d 
Tabla 14. Rendimientos de aceites esenciales de los distintos grupos de individuos de L. integrifolia, calculados 
y expresados en proporción al rendimiento de la planta madre. (**) Diferencia significativa para la Prueba T-
Student, para una muestra, p<0,0001. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (Test 
de Tukey, p<0,05). n/d. No determinado. 
PM: planta madre. 4n COLCH: tetraploides provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. 2n COLCH: 
diploides provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. 2n BAP: diploides provenientes de cultivo in vitro 
sin colchicina, en medio de multiplicación con BAP solamente (control). 2n s/BAP: diploides provenientes de 
cultivo in vitro sin colchicina, en medio de cultivo sin BAP (control). Q COLCH: quimeras provenientes del 
tratamiento con colchicina in vitro. Los rendimientos en proporción a la planta madre se expresan en Medias ± 
Desviación estándar. Los rendimientos (v/p) se expresan en un rango de valores mínimos y máximos de cada 
grupo. 
 
En la Tabla 14 también se muestra que los rendimientos obtenidos en cada grupo de 
individuos analizados, concordaron con lo observado en los tamaños de los tricomas, donde 
los mayores rendimientos de los tetraploides coincidieron con los mayores tamaños de 
tricomas, mientras que los diploides y quimeras que no difirieron de la planta madre en 
cuanto a rendimiento, también mantuvieron tamaños de tricomas similares a los de ella.  
Determinación de la composición cuali-cualtitativa de los aceites esenciales 
Tras el análisis por cromatografía de gas (GC) de los aceites de todos los individuos, se 
obtuvieron los cromatogramas correspondientes y a partir de ellos, se confeccionó la 
composición porcentual de cada individuo. 
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A modo de ejemplo, en la Figura 60 se muestran los cromatogramas (TIC, FID A y FID B) 
del tetraploide seleccionado (indicado en la Tabla 13). 
 
Figura 60. Cromatogramas GC-FID-MS obtenidos del aceite esencial del tetraploide seleccionado (indicado en 
la Tabla 13) de L. integrifolia. a) Cromatograma de iones totales (TIC). b) Cromatograma del FID A (columna 
polar CW-20M). c) Cromatograma del FID B (columna no polar DB-5). 
 
Identificación de los compuestos 
Se encontraron un total de 94 compuestos, lo que representó entre el 90-94% del total de 
los componentes del aceite esencial, y de los cuales 92 pudieron ser identificados por sus 
espectros de masa (MS) y los Índices de Retención (IR) en las dos columnas de diferente 
polaridad utilizadas. 
Los 94 compuestos pueden observarse en la Tabla 15, junto con las proporciones de cada 
uno de ellos en los diferentes grupos de individuos analizados. Asimismo, en el Anexo II se 
muestra la composición de cada individuo estudiado. 
 
 
21-May-2014Incayuyo 3721 F1 (2) 12-05
9.00 14.00 19.00 24.00 29.00 34.00 39.00 44.00 49.00 54.00 59.00
Time0
100
%
incayuyo 3721 f1 2 Scan EI+ 
TIC
1.01e10
9.56
8.74
25.38
10.99
16.00
11.74
14.71
13.15
14.56
23.8416.40
18.43
26.72
28.16
31.49
28.82 37.55
32.47 33.40
21-May-2014Incayuyo 3721 F1 (2) 12-05
7.50 12.50 17.50 22.50 27.50 32.50 37.50 42.50 47.50 52.50 57.50
Time1
100
%
1
100
%
incayuyo 3721 f1 2 A: FID
1.38e8x3
9.30
17.159.85
14.5110.07
16.80
23.49
35.97
31.91
24.13
33.68
41.09
37.83
43.14
45.29
incayuyo 3721 f1 2 B: FID
1.53e8x2
8.77
8.52
9.73
16.03
14.7511.77
13.18
23.8816.44
19.7718.48
28.20
31.52
28.85
30.66
37.58
32.50 33.43
a 
b 
c 
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IT1 IR1 IT2 IR2 Compuesto PM 4n COL Q COL 2n COL 2n BAP 2n s/BAP 
924 945 1036 1036 α-Tuyeno (aTHU) 0,2 1,8-1,4 2,0-1,3 1,4-0,9 1,3-1,2 1,3-1,0 
932 948 1043 1029 α-Pineno (aPIN) 3,1 2,4-1,9 1,9-1,5 2,2-1,4 2,1-1,8 2,2-1,7 
946 958 1100 1036 Canfeno 0,3 0,6-0,2 0,5-0,1 0,4-0,2 0,4-0,3 0,4-0,3 
953 959 1148 1148 Tuya-2,4(10)-dieno 0,1 0,4-0,1 0,2-0,1 0,2-0,1 0,2-0,1 0,2-0,1 
952 962 1541 1546 Benzaldehído tr tr tr tr tr tr 
969 985 1132 1138 Sabineno (SAB) 0,8 11,6-8,9 11,9-7,1 8,6-5,4 7,3-0,6 7,2-6,1 
988 992 1170 1166 Mirceno 0,8 1,3-0,9 1,2-0,9 1,0-0,6 0,9-0,7 0,9-0,7 
974 994 1133 1132 β-Pineno 0,2 0,4-0,2 0,4-0,3 0,3-0,2 0,3-0,2 0,3-0,2 
1007 1002 1208 1202 Isoamil Isobutirato tr tr tr tr tr tr 
1002 1007 1176 1191 α-Felandreno 0,4 0,6-0,3 0,4-0,3 0,4-0,2 0,4-0,3 0,4-0,3 
1008 1010 1143 n/d  δ-3-Careno 0,3 0,3-0,2 0,2 0,3-0,2 0,2 0,2 
1014 1015 1199 1206 
α-Terpineno 
(aTER) 
0,2 1,4-0,9 1,3-0,5 1,1-0,4 0,9-0,6 1,0-0,6 
1020 1017 1280 1286 p-Cimeno (pCYM) 1,2 4,6-0,6 1,3-0,6 1,6-0,6 1,1-0,8 1,0-0,8 
1024 1020 1221 1223 Limoneno (LIM) 7,2 8,9-5,1 9,6-4,3 7,5-5,6 6,7-1,1 6,5-5,4 
1025 1023 1227 1227 β-Felandreno 0,8 1,0-0,3 0,8-0,6 0,8-0,6 0,7-0,6 0,6 
1026 1025 1208 1236 1,8-Cineol 0,1 0,2-0,1 0,2-0,1 0,2-0,1 0,2-0,1 0,1 
1044 1032 1266 1260 β-Ocimeno trans 0,1 0,2-tr 0,2-0,1 0,2-0,1 0,1 0,1 
1054 1050 1264 1266 
γ-Terpineno 
(gTER) 
0,3 2,8-0,1 2,3-1,0 2,1-1,0 1,7-1,1 1,8-1,2 
1067 1070 n/d 1481 Óxido de Linalol cis tr tr tr tr tr tr 
1065 1073 1474 1468 
cis Sabineno 
hidrato (IPPvsOH) 
(SABH E+Z) 
0,2 1,6-0,6 2,1-0,6 1,5-0,2 1,4-0,7 1,4-0,6 
1086 1090 1299 1305 Terpinoleno 0,2 0,8-0,1 0,7-0,4 0,6-0,3 0,5-0,4 0,5-0,4 
1100 1095 1629 1625 
Isopentil 2-metil 
butanoato 
0,1 0,2-0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
1089 1096 1452 1452 p-Cimeneno tr tr tr tr tr tr 
1095 1098 1552 1549 Linalol 0,4 0,5-0,1 0,5-0,2 0,3-0,1 0,2 0,3-0,2 
1098 1100 1556 1552 
trans Sabineno 
hidrato (IPPvsOH) 
(SABH E+Z) 
0,3 3,3-1,3 4,3-1,0 2,9-0,3 2,7-1,5 2,2-1,7 
1119 1122 1639 1632 
trans-p- Menta-2,8-
dien-1-ol 
tr tr tr tr tr tr 
1118 1126 1638 1632 
cis-p-Ment-2-en-1-
ol 
tr 0,4-0,2 0,3-0,2 0,3-0,1 0,2 0,2 
1122 1128 1500 1507 α-Canfolenal tr 0,1-tr 0,1-tr tr tr tr 
1133 1138 1678 1674 
cis-p-Menta-2,8-
dien-1-ol 
tr tr tr tr tr tr 
1137 1141 1660 1663 
cis Verbenol (VER 
E+Z) 
0,6 0,8-0,5 0,7-0,5 0,7-0,5 0,6-0,5 0,7-0,5 
1140 1144 1680 1685 
trans Verbenol 
(VER E+Z) 
3,9 4,2-3,1 4,1-2,3 3,4-1,8 3,4-2,7 3,3-2,8 
1147 1150 1738 1729 
p-Menta-1,5-dien-
8-ol * 
0,1 0,4-0,1 0,2-0,1 0,3-0,1 0,2-0,1 0,2-0,1 
1141 1148 1532 1541 Alcanfor tr 0,1-tr 0,1-tr 0,1-tr 0,1-tr 0,1-tr 
1160 1161 1580 1591 Pinocarvona tr tr tr tr tr tr 
1166 1165 1738 1729 
p-Menta-1,5-dien-
8-ol * 
0,3 0,7-0,3 0,5-0,2 0,7-0,2 0,4-0,2 0,5-0,2 
1165 1166 1719 1711 Borneol 0,3 1,6-0,3 1,5-0,2 0,9-0,4 0,9-0,4 0,8-0,3 
1163 1169 1688 1692 
Menta-1,8-dien-4-
ol 
0,1 0,3-tr 0,1 0,2-tr 0,1 0,1-tr 
1174 1179 1611 1614 
Terpinen-4-ol 
(TER4OL) 
0,4 6,8-3,3 5,0-2,9 5,9-2,5 4,2-2,8 4,7-2,6 
1179 1181 1864 1855 p-Cimen-8-ol 0,1 0,1-tr tr tr tr 0,1-tr 
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1187 1188 1811 1798 
trans-p-Menta-
1(7),8-dien-2-ol 
tr 0,1-tr tr tr tr tr 
1183 1191 1690 1685 Criptona tr tr tr tr tr tr 
1186 1195 1706 1706 α-Terpineol 0,2 0,6-0,4 0,5-0,4 0,5-0,4 0,4 0,4-0,3 
1195 1198 1751 1683 cis Piperitol tr 0,2-tr 0,1-tr 0,1-tr 0,1-tr 0,1-tr 
1207 1202 1710 1748 trans Piperitol tr 0,2-tr 0,1-tr 0,1-tr tr tr 
1204 1206 1725 1722 Verbenona 0,1 0,4-tr tr tr tr tr 
1215 1212 1845 1838 trans Carveol tr tr tr tr tr tr 
1227 1222 n/d 1881 
cis-p-Menta-1(7),8-
dien-2-ol 
tr tr tr tr tr tr 
1226 1228 n/d 1859 cis Carveol tr tr tr tr tr tr 
1239 1240 1751 1745 Carvona tr tr tr tr tr tr 
1254 1260 1838 1825 Fenil-2-etil acetato 0,2 0,4-0,1 0,1 0,1-tr 0,2-tr 0,2-0,1 
1287 1290 1579 1581 Acetato de Bornilo tr 0,3-0,1 0,2-0,1 0,2-0,1 0,2-tr 0,2-0,1 
1291 1294 n/d 1513 
trans Acetato de 
Verbenilo ** 
tr 0,2-0,1 0,2-tr 0,1-tr 0,1-tr 0,2-0,1 
1298 1300 2211 2216 Carvacrol tr tr tr tr tr tr 
1298 1301 n/d 1641 
trans Acetato de 
Pinocarvilo 
tr 0,3-0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
1311 1318 n/d 1621 
cis Acetato de 
Pinocarvilo 
tr 0,1-tr 0,1-tr tr tr tr 
1324 1327 1692 1697 
Acetato de 
Mirtenilo 
tr 0,2-0,1 0,1 0,1-tr tr tr 
1335 1338 1475 1485 δ-Elemeno 0,1 0,1-tr 0,1-tr 0,1-tr tr tr 
1345 1346 1466 1470 α-Cubebeno tr tr tr tr tr tr 
1359 1356 1718 1729 Acetato de Nerilo tr tr tr tr tr tr 
1374 1376 1497 1511 α-Copaeno 0,3 0,2-0,1 0,2 0,2 0,3-0,2 0,3-0,2 
1389 1383 1600 1603 β-Elemeno tr 0,1-tr 0,1-tr 0,1-tr 0,1 0,1 
1393 1392 1896 1887 
Fenil etil iso- 
butanoato 
0,5 0,5-0,2 0,5-0,2 0,6-0,1 0,5-0,3 0,4-0,3 
1408 1412 1586 1591 cis Cariofileno 0,1 tr tr tr tr tr 
1409 1415 1544 1548 α-Gurjuneno 0,1 tr tr tr tr tr 
1417 1425 1614 1629 
trans Cariofileno 
(bCAR) 
20,8 
22,4-
13,8 
23,1-
17,5 
24,9-
21,0 
24,4-9,5 22,7-21,4 
1430 1435 1580 1591 β-Copaeno tr 0,1-tr tr 0,1-tr 0,1-tr 0,1-tr 
1439 1438 1628 1622 Aromadendreno 0,1 tr 0,1-tr 0,1-tr 0,1-tr 0,1-tr 
1437 1444 1596 1605 α-Guaieno 0,2 0,1 0,1-tr 0,1 0,1 0,1 
1452 1453 1687 1683 
α-Humuleno 
(aHUM) 
11,3 12,2-8,1 11,3-9,4 
12,3-
10,3 
12,2-1,0 12,3-10,3 
1458 1463 1661 1658 
Allo- 
Aromadendreno 
0,3 0,3-0,1 0,2 0,3-0,1 0,3-0,2 0,3-0,2 
1478 1473 1704 1699 γ-Muuroleno 0,2 0,2-0,1 0,2-0,1 0,2 0,2 0,2 
1486 1483 n/d 1950 
Fenil etil 2-
metilbutanoato 
0,3 0,2-0,1 0,2-0,1 0,2-0,1 0,1 0,1 
1484 1485 1726 1721 
Germacreno D 
(GER D) 
0,8 1,7-0,3 1,4-0,7 1,5-1,0 1,4-1,0 1,3-1,0 
1490 1491 1970 1994 
Fenil etil 3-
metilbutanoato 
tr 0,1 0,2 0,1-tr 0,1 0,1 
1496 1498 1707 1707 Viridifloreno 0,1 0,1 0,2-0,1 0,1 0,1 0,1 
1500 1501 1723 1730 α-Muuroleno 0,3 0,4-0,1 0,2-0,1 0,4-0,2 0,2-0,1 0,3-0,1 
1500 1505 1742 1775 
Biciclogermacre-
no (BIC) 
5,6 4,5-0,6 5,5-2,0 5,7-3,7 4,8-2,4 4,5-3,1 
1513 1515 1766 1800 γ-Cadineno 0,1 0,1-tr 0,1 0,1-tr 0,1 0,1 
1522 1518 1754 1763 δ-Cadineno 1,1 1,2-0,7 1,3-0,8 1,3-0,7 1,2-0,8 1,2-1,0 
1528 1525 1835 1841 cis Calameneno 0,8 tr tr tr tr tr 
Jesica Iannicelli - 2016 
 
143 
 
 
Tabla 15. Composición del aceite esencial de la planta madre de L. integrifolia, tetraploides, diploides y quimeras 
recuperados a partir de la aplicación de colchicina y los controles. Se muestra el listado completo de 
componentes identificados (92), en orden de elución de la columna no polar, en rangos de valores máximos – 
mínimos hallados por grupo de individuos. PM: Planta Madre. 4n COL: tetraploides provenientes del tratamiento 
con colchicina in vitro. Q COL: quimeras provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. 2n COL: diploides 
provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. 2n BAP: diploides provenientes de cultivo in vitro sin 
colchicina, en medio de multiplicación con BAP solamente (control). 2n s/BAP: diploides provenientes de cultivo 
in vitro sin colchicina, en medio de cultivo sin BAP (control). Monoterp: Monoterpenos. Monoterp. Oxig.: 
Monoterpenos Oxigenados. Sesquiterp: Sesquiterpenos. Sesquiterp. Oxig.: Sesquiterpenos Oxigenados. Letras 
distintas indican diferencias significativas entre los grupos de individuos por fila (Test de Tukey, p<0,05). 
IT1: Índice teórico para la columna no polar. IT2: Índice teórico para la columna polar. IR1: Índice de Retención 
Experimental para la columna no polar. IR2: Índice de Retención Experimental para la columna polar. n/d: índice 
no determinado. * Isómero correcto no identificado. ** Tentativamente identificado.  
1 Sesquiterpeno oxigenado PM222. 2 Posible mezcla de 3 sesquiterpenos oxigenados, isómeros, PM220.   
tr: trazas, concentración menor a 0,1%.  
 
Los compuestos resaltados en negrita fueron utilizados para el Análisis de Componentes Principales (PCA). Las 
siglas indicadas entre paréntesis corresponden a la Figura 59. 
 
1533 1535 n/d 1787 
trans Cadina-1,4-
dieno ** 
0,1 tr tr tr tr tr 
1577 1579 2144 2125 
Espatulenol 
(SPAT) 
4,1 3,0-1,4 2,6-1,7 3,2-1,8 3,2-2,4 3,1-2,0 
1582 1585 2008 1989 
Óxido de 
Cariofileno 
(CAROX) 
8,9 6,1-1,9 6,0-2,4 5,9-2,0 7,0-0,9 6,4-4,0 
1590 1596 2098 2075 Globulol 0,1 0,1-tr tr 0,1-tr 0,1-tr tr 
n/d / 
1608 
n/d/ 
1607 
n/d / 
2047 
n/d / 
2043 
Desconocido I¹  
+ Humuleno 
epóxido II 
2,7 2,8-0,8 2,3-1,1 2,2-1,0 2,3-1,5 2,0-1,5 
1630 1625 n/d 2177 
Muurola-4-10(14)-
dien-1- β-ol 
0,1 0,1-tr 0,1-tr 0,1-tr 0,1-tr 0,1-tr 
1627 1626 2088 2065 1-epi-Cubenol  0,1 0,1 0,1-tr 0,1 0,1-tr 0,1 
1639 1632 n/d 1940 
Cariofila-
4(12),8(13)-dien-5-
α-ol * (CARaOL) 
1,2 1,2-0,4 1,2-0,5 1,3-0,6 1,2-0,9 1,6-0,9 
1639 1636 n/d 1949 
Cariofila-
4(12),8(13)-dien-5-
β-ol * (CARbOL) 
3,4 2,4-0,6 2,8-0,8 2,8-0,9 3,2-1,8 3,3-2,0 
1640 1639 2209 2186 epi-α-Muurolol 0,6 0,6-0,4 0,5-0,4 0,6-0,4 0,6-0,5 0,5 
1644 1642 2214 2198 α-Muurolol 0,4 0,4-0,2 0,5-0,2 0,4-0,1 0,6-0,3 0,4-0,3 
1652 1657 2227 2233 α-Cadinol 0,2 0,2-0,1 0,2-0,1 0,1 0,2-0,1 0,2-0,1 
n/d 1835 n/d  n/d Desconocido II2 2,7 3,4-2,5 3,4-2,4 3,2-2,1 2,7-2,3 4,6-2,5 
    Total 90,8 93,5 92,5 94,1 93,8 93,0 
    Monoterp. 16,0 29,0 26,5 23,6 23,0 22,1 
    Monoterp. Oxig. 7,0 16,2 15,3 12,6 12,5 12,3 
    Total Monoterp. 
23,0 
a 
45,2 d 41,8 cd 36,2 bc 35,5 bc 34,4 b 
    Sesquiterp. 42,2 34,8 36,0 42,5 40,8 41,2 
    Sesquiterp. Oxig. 24,5 12,7 13,9 14,6 16,7 16,7 
    
Total 
Sesquiterp. 
66,7
a 
47,5 b 49,9 b 57,2 c 57,6 c 57,9 c 
    Otros 1,1 0,9 0,9 0,7 0,7 0,7 
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Dos compuestos no pudieron ser identificados (“desconocido 1” y “2”) con las bibliotecas 
disponibles.  
El quimiotipo seleccionado para el desarrollo de este trabajo (planta madre) se caracterizó 
por tener como componentes principales al β-Cariofileno (20,8%), α-Humuleno (11,3%), 
Limoneno (7,2%), Óxido de Cariofileno (8,9%), Biciclogermacreno (5,6%) y Espatulenol 
(4,1%). 
La composición cualitativa de los aceites esenciales fue la misma para todos los individuos 
analizados, pero se encontraron diferencias cuantitativas. Los tetraploides mostraron 
importantes diferencias en las proporciones de algunos compuestos. Sin embargo, 
sorpresivamente no sólo las plantas tetraploides, sino también los diploides, tratados y no 
tratados con colchicina, mostraron diferencias en estos compuestos en relación con la 
planta madre (Tabla 15). 
La mayoría de estos compuestos fueron monoterpenos oxigenados y no oxigenados. Si 
bien todos los individuos regenerados por cultivo in vitro, independientemente de su nivel 
de ploidía, difirieron significativamente en su contenido de monoterpenos totales con 
respecto a la madre (23,0%), en particular los tetraploides (45,2%) mostraron mayores 
contenidos a los diploides (36,2%), con quienes también mostraron diferencias 
significativas. Las quimeras (41,8%) no difirieron de los tetraploides, pero sí de los diploides. 
El Sabineno se encontró en altos porcentajes en todos los individuos, a excepción de la 
planta madre (0,8%). Aunque los diploides mostraron un mayor contenido (8,6-5,4%), los 
tetraploides presentaron los porcentajes más altos (11,6-8,9%). 
Lo mismo ocurrió con el Terpinen-4-ol y el γ-Terpineno, que también se encontraron en 
altos porcentajes en todos los individuos a excepción de la madre. Para el caso del 
Terpinen-4-ol los porcentajes fueron 6,8-3,3% en tetraploides, 5,9-2,5% en diploides y 0,4% 
en la planta madre, mientras que para el γ-Terpineno los tetraploides mostraron un rango 
de 1,6 a 2,8%, los diploides 2,1-1,0% y la madre un 0,3%.  
El hidrato de Sabineno en sus dos conformaciones cis y trans también mostró proporciones 
más altas en los individuos de cultivo in vitro que en la madre (0,2% para el cis, 0,3% para 
el trans), pero no se encontraron grandes diferencias entre los diploides (1,5-0,2% para el 
cis, 2,9-0,3% para el trans) y tetraploides (1,6-0,6% para el cis, 3,3-1,3% para el trans).  
Una situación similar se detectó para el α-Tuyeno y el α-Terpineno, donde los tetraploides 
mostraron 1,8-1,4%, los diploides 1,4-0,9% y la madre 0,2% en el caso del α-Tuyeno, y 1,4-
0,9% los tetraploides, 1,1-0,4% los diploides y 0,2% la planta madre para el caso del α-
Terpineno.  
En particular, dos de los individuos tetraploides recuperados se caracterizaron por un alto 
contenido de p-Cimeno (4,6-4,0%). 
Para otros compuestos, como el Limoneno o el Borneol, se observaron individuos, tanto 
tetraploides como diploides, que mostraron mayores contenidos a la planta madre e 
individuos que no difirieron de ella. 
Las quimeras mostraron contenidos intermedios, excepto en el caso del hidrato de 
Sabineno cis/trans, donde se observaron valores más altos que en los tetraploides. 
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Las proporciones de los sesquiterpenos también variaron significativamente entre la planta 
madre (66,7%) y los individuos ex vitro, independientemente a ser diploides o tetraploides 
(57,2% y 47,5% respectivamente). Asimismo, entre diploides y tetraploides se encontraron 
diferencias significativas. Las quimeras (49,9%) por su parte, nuevamente no difirieron de 
los tetraploides, pero sí de los diploides. 
SI bien algunos de los compuestos principales como el β-Cariofileno y el α-Humuleno no 
mostraron cambios significativos, algunos otros sí lo hicieron. En efecto, tanto individuos 
tetraploides como individuos diploides se caracterizaron por un menor contenido de 
Espatulenol (3,0-1,4% y 3,2-1,8%, respectivamente) y de Óxido de Cariofileno (6,1-1,9% y 
7,0-2,0%, respectivamente) que la planta madre (4,1% y 8,9% respectivamente). Una 
situación similar se dio para el caso del Biciclogermacreno, donde, sobre todo los 
tetraploides (4,5-0,6%), mostraron contenidos menores a la madre (5,6%). 
Sin embargo, debe destacarse que estas variaciones se presentaron en estos determinados 
compuestos, dado que el resto de los sesquiterpenos no mostraron diferencias entre los 
distintos individuos y la madre. 
Las quimeras nuevamente mostraron contenidos intermedios. 
 
Luego de analizar las 35 muestras de aceites esenciales de todos los individuos 
(tetraploides, diploides, tanto tratados con colchicina como los controles, y la planta madre), 
se seleccionaron los 18 compuestos, utilizados para el PCA, los cuales se listan y se 
resaltan en la Tabla 15. 
A partir del PCA, se obtuvieron tres componentes principales (CP), que representaron el 
75% de la variabilidad (Figura 61).  
Sobre el primer componente se observó un gradiente de izquierda a derecha de las 
variables aTHU, SAB, aTER, gTER y TER4OL y de derecha a izquierda de SPAT, CAROX, 
CARaOL y CARbOL, diferenciando a los diploides de los tetraploides, los primeros 
caracterizados por bajos valores de aTHU, SAB, aTER, gTER y TER4OL y altos valores 
SPAT, CAROX, CARaOL y CARbOL. Se destaca la planta madre por valores muy bajos de 
aTHU, SAB, aTER, gTER y TER4OL y los mayores valores de SPAT, CAROX, CARaOL y 
CARbOL.  
En el segundo componente se observó un gradiente de abajo hacia arriba de bCAR, aHUM, 
GER D y BIC y de arriba hacia abajo de PCYM y VER E+Z. La planta madre mostró valores 
medios de todas estas variables. 
Respecto al tercer componente, dado que su porcentaje de explicación es sensiblemente 
menor que los otros dos, no permitió obtener información adicional a la observada con los 
otros dos. 
En la Figura 61 se observan los grupos de individuos conformados a partir de los tres 
componentes principales obtenidos. 
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El CP1, conformado por Óxido de Cariofileno, Espatulenol y Cariofila-4 (12),8(13)dien-5-β -
ol con los coeficientes negativos más altos, y el Sabineno, α-Tuyeno, Terpinen-4-ol, α-
Terpineol y γ-Terpineno con los coeficientes positivos más altos (Tabla 16), explicó el 34,2% 
de la variabilidad y mostró una clara asociación (correlación cofenética = 0,98) con el nivel 
de ploidía de los individuos. 
Este componente permitió distinguir claramente cuatro grupos de individuos, los cuales se 
observan en la Figura 61. En una primera instancia, separó dos grandes grupos de 
muestras entre los individuos analizados: los que presentaron el mayor porcentaje de 
Sabineno, y los que presentaron el mayor porcentaje de Óxido de Cariofileno. El grupo del 
Sabineno correspondió a los tetraploides, a excepción de dos de ellos, tres quimeras y tres 
diploides tratados con colchicina. El grupo del Óxido de Cariofileno incluyó a los diploides 
(ambos, tratados y no tratados) y una quimera. Los restantes dos tetraploides se mostraron 
en un grupo separado. Finalmente, la planta madre, se encontró con las plantas ex vitro 
diploides, pero lejos de ellas, generando un grupo por sí misma. 
El CP2, conformado por p-Cimeno y Verbenol cis + trans con los coeficientes negativos 
más altos, y el Germacreno D, Biciclogermacreno, β-Cariofileno y α-Humuleno con los 
coeficientes positivos más altos (Tabla 16), explicó el 29,3% de la variabilidad. Con el p-
Cimeno, se agruparon dos tetraploides, y el resto formó otro grupo; el Germacreno D incluyó 
a los diploides y atrajo a un tetraploide. La planta madre, una vez más, apareció lejos de 
los diploides, en un grupo separado. 
Finalmente el CP3, conformado por el Hidrato de Sabineno cis + trans y Cariofila-4(12),8 
(13)dien-5-α-ol con los coeficientes negativos más altos, y el α-Pineno y Limoneno, con los 
coeficientes positivos más altos (Tabla 16), explicó el 11,3% de la variabilidad. 
Con este componente no se distinguieron grupos uniformes, pero se observó claramente 
que la planta madre se mostró lejos de los individuos restantes. 
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Figura 61. Análisis de Componentes Principales de los aceites esenciales de los individuos recuperados de 
cultivo in vitro y la planta madre de L. integrifolia. Los individuos se muestran en círculos azules, mientras que 
las variables (compuestos), en círculos rojos. Los grupos (círculos negros) se muestran según el CP1. Las 
abreviaturas de los compuestos se muestran en la Tabla 14. 
PM: planta madre. T: tetraploides de tratamiento con colchicina in vitro. Q: quimeras de tratamiento con 
colchicina in vitro. D: diploides de tratamiento con colchicina in vitro. D CT: diploides provenientes de cultivo in 
vitro sin colchicina, en medio de multiplicación con BAP solamente (control). D CT ': diploides provenientes de 
cultivo in vitro sin colchicina, en medio de cultivo sin BAP (control).  
 
PM 
PM 
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Tabla 16. Correlaciones con las variables originales. 
 
Conjuntamente al PCA, se realizó un Análisis de Conglomerados y se confeccionó un 
dendrograma (Figura 62), donde con un coeficiente de correlación cofenética de 0,89, 
también pudieron apreciarse los grupos antes descriptos. 
 
La planta madre conformó un grupo por sí misma (grupo rojo), en tanto que los diploides 
derivados de cultivo in vitro, tanto aquellos provenientes de cultivo sin colchicina, en medio 
de multiplicación con BAP solamente, como los provenientes de cultivo sin colchicina y sin 
BAP, se agruparon juntos (grupo amarillo). En este grupo aparecieron también tres de las 
quimeras, y uno de los tetraploides, que particularmente al mostrar mayores niveles de 
Germacreno D, se alejó del resto de los tetraploides y se acercó a los diploides. 
Los tetraploides se agruparon en dos grupos: uno que quedó conformado por la mayoría 
de ellos y una quimera (grupo verde), y otro con dos individuos que mostraron en particular 
altos contenidos de p-cimeno (grupo azul). 
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Figura 62. Dendrograma de todos los individuos de L. integrifolia analizados por el Análisis de Conglomerados. 
Distancia: Euclídea. 252: planta madre (PM). T: tetraploides de tratamiento con colchicina in vitro. Q: quimeras 
de tratamiento con colchicina in vitro. D: diploides de tratamiento con colchicina in vitro. D CT: diploides 
provenientes de cultivo in vitro sin colchicina, en medio de multiplicación con BAP solamente (control). D CT ’: 
diploides provenientes de cultivo in vitro sin colchicina, en medio de cultivo sin BAP (control).  
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ESTUDIO DE LA FRACCIÓN NO VOLÁTIL. PERFILES CROMATOGRÁFICOS  
Perfiles TLC 
Se obtuvieron los perfiles cromatográficos por TLC de los distintos extractos acuosos 
obtenidos por decocción durante 2 horas de los distintos tratamientos de L. integrifolia. 
Luego del revelado con el reactivo del ácido 2-Aminoetil difenil bórico y posterior 
observación a la luz UV tanto a la longitud de onda de 254 nm como a la de 366 nm, los 
perfiles fueron los mismos en todas las muestras en cuanto a la presencia de bandas con 
el mismo Rf y el mismo color a la longitud de onda de 366 nm.  
En la observación a la luz UV a 254nm (Figura 63) las bandas con diferentes Rf (Rf: 
Relación de frente= Distancia recorrida en cm por la fase móvil/Distancia recorrida en cm 
por la sustancia) se revelaron por contraste en una placa que fluoresce a 254 nm. 
 
Figura 63. Perfiles TLC obtenidos para todos los individuos analizados, observados a la luz UV 254nm. 4n COL: 
tetraploides provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. Q COL: quimeras provenientes del tratamiento 
con colchicina in vitro. 2n COL: diploides provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. 2n BAP: diploides 
provenientes de cultivo in vitro sin colchicina, en medio de multiplicación con BAP solamente (control). 2n s/BAP: 
diploides provenientes de cultivo in vitro sin colchicina, en medio de cultivo sin BAP (control).  
UV 254nm 
1-2-3: planta 
madre 
4-5-6-7: 2n 
BAP 
8-9: 2n 
s/BAP 
10: 4n COL 
11-12-13-14-
15: 2n BAP 
16: 4n COL 
17: Q COL 
C: cedrón 
 
UV 
254nm 
1-2: 2n 
s/BAP 
3: 4n COL 
4-5-6-7: 2n 
COL 
8: Q COL 
9-10-11: 
4n COL 
 
UV 254nm 
12: 4n COL 
13-14: Q 
COL 
15-16-17-
18-19-20-
21: 4n COL 
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En la observación a la luz UV a 366nm (Figura 64), las bandas con diferentes Rf (Rf: 
Relación de frente= Distancia recorrida en cm por la fase móvil/Distancia recorrida en cm 
por la sustancia) se revelaron por los colores que transmiten a la longitud de onda de 366 
nm y que resultaron característicos para cada compuesto. Así el verbascósido, también 
presente en el “cedrón”, presentó un color celeste verdoso con un Rf de 0,49 (observar el 
recuadro blanco). 
 
Figura 64. Perfiles TLC obtenidos para todos los individuos analizados, observados a la luz UV 366nm. 4n COL: 
tetraploides provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. Q COL: quimeras provenientes del tratamiento 
con colchicina in vitro. 2n COL: diploides provenientes del tratamiento con colchicina in vitro. 2n BAP: diploides 
provenientes de cultivo in vitro sin colchicina, en medio de multiplicación con BAP solamente (control). 2n s/BAP: 
diploides provenientes de cultivo in vitro sin colchicina, en medio de cultivo sin BAP (control). 
  
UV 366nm 
1-2-3: planta 
madre 
4-5-6-7: 2n BAP 
8-9: 2n s/BAP 
10: 4n COL 
11-12-13-14-15: 
2n BAP 
16: 4n COL 
17: Q COL 
C: cedrón 
 
UV 366nm 
1-2: 2n 
s/BAP 
3: 4n COL 
4-5-6-7: 2n 
COL 
8: Q COL 
9-10-11: 4n 
COL 
 
UV 366nm 
12: 4n COL 
13-14: Q 
COL 
15-16-17-
18-19-20-
21: 4n COL 
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Perfiles por HPLC 
Los perfiles cromatográficos obtenidos por HPLC de los distintos individuos presentaron los 
mismos picos con los mismos Tr (tiempos de retención). 
Al igual que los perfiles por TLC, se comparó el perfil del “incayuyo” contra un perfil del 
“cedrón” obtenido y analizado en las mismas condiciones. Se observó la presencia del 
verbascósido en ambos perfiles (Tr 30) en la Figura 65. 
 
Figura 65. Perfiles por HPLC para “incayuyo” y “cedrón”. a) “Incayuyo” (planta madre). b) “Cedrón”. El rectángulo 
rosado indica la presencia del verbascósido en ambas muestras analizadas.  
Jesica Iannicelli - 2016 
 
153 
 
ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD GENÉTICA  
Extracción de ADN total 
Como resultado del protocolo de extracción utilizado, se obtuvo la cantidad y calidad 
adecuada de ADN (Figura 66a) necesaria para las reacciones de amplificación. A partir de 
las concentraciones obtenidas se realizaron diluciones (Figura 66b) a fin de lograr las 
concentraciones óptimas para las reacciones de PCR. 
 
Figura 66. Corrida electroforética del ADN extraído de los 15 individuos analizados de L. integrifolia, extraído 
por el método de CTAB modificado. a) ADN stock. b) ADN diluido. MM: Marcador de peso molecular λ/Hind III 
100 ng/μl, 2 μl. PM: planta madre. 1-4: 2n Vs/BAP: individuos diploides de in vitro generados a partir del 
desarrollo de yemas axilares pre-existentes. 5-9: 2n VBAP: individuos diploides de in vitro regenerados a partir 
de brotes de novo de callos crecidos en BAP 2,2 µM. 10-14: 4n VBAP: individuos tetraploides regenerados tras 
el tratamiento con colchicina in vitro. 
 
Amplificación de ADN y Ajuste de las condiciones de PCR 
Los resultados de la evaluación de los gradientes de temperatura de hibridación y 
concentración de Cloruro de Magnesio, una vez ajustada la temperatura óptima, para cada 
uno de los iniciadores se resumen en la Tabla 17. La Figura 67 muestra, a modo de ejemplo, 
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 MM  
a 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 PM MM  
b 
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la corrida electroforética del iniciador 5’CT. La elección de cada condición se realizó en 
función del patrón de bandas obtenido. 
Código Iniciador T (ºC) MgCl2 (mM) 
A 3’GGG 60 2,5 
B 5’GACA 53 2,5 
C 3’CAC 57 1,5 
D 3’CAG 55 2 
E 3’AG 53 2 
F 3’TG 51 2 
G 3’AC 53 2 
H 3’TC 51 2 
I 3’GA 56 2 
J 5’CA 57 1 
K 5’CT 67 2 
L 5’GT 67 2 
M 5’GA 67 2,5 
 
Tabla 17. Temperaturas de hibridación (T) y concentraciones de Cloruro de Magnesio (MgCl2) óptimas para los 
iniciadores estudiados. 
 
Figura 67. Evaluación de las temperaturas de hibridación y concentraciones de Cloruro de Magnesio (MgCl2) 
óptimas. Se ejemplifica la optimización para el iniciador 5’CT en la planta madre de L. integrifolia. a) Gradiente 
de temperatura. (+) Patrón positivo. (-) Patrón negativo. t1: 62ºC; t2: 63ºC; t3: 64ºC; t4: 65ºC; t5: 66ºC; t6: 67ºC. 
b) Gradiente de concentración de MgCl2 a 67°C. MM: Marcador de peso molecular 100 bp. c1: 3,0 mM; c2: 2,5 
mM; c3: 2,0 mM; c4: 1,5 mM; c5: 1,0 mM. 
 
En la Figura 68 se muestran los perfiles moleculares de la planta madre con los 13 
iniciadores ISSR utilizados. 
  
t2 t1 t3 t4 t5 t6 (+) (-) c1 c2 c3 c4 c5 MM 
a b 
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Figura 68. Perfiles obtenidos en la planta madre de L. integrifolia a partir de los 13 iniciadores utilizados. MM: 
Marcador de peso molecular 100 bp. A: 3’GGG; B: 5’GACA; C: 3’CAC; D: 3’CAG; E: 3’AG; F: 3’TG; G: 3’AC; H: 
3’TC; I: 3’GA; J: 5’CA; K: 5’CT; L: 5’GT; M: 5’GA.  
 
Evaluación de la Estabilidad genética 
Los 13 iniciadores utilizados revelaron un total de 230 loci, un promedio de 17,7 loci por 
iniciador, con un 50,2% de polimorfismo. El número de bandas amplificadas fue suficiente 
para revelar la existencia de posible variabilidad genética, proveniente del cultivo de tejidos. 
Los datos obtenidos del patrón de bandas de los individuos analizados se indican en la 
Tabla 18. 
Individuos PM 2n Vs/BAP 2n VBAP 4n VBAP  
N° Loci 230 
N° Bandas 151 175 175 182 
N° Bandas Frec. >= 5% 151 175 175 182 
N° Bandas Privadas 39 0 0 7 
N° Bandas menos comunes 
(<=25%) 0 0 0 0 
 
Tabla 18. Patrón de bandas de la población total de individuos analizados de L. integrifolia. PM: Planta Madre. 
2n Vs/BAP: individuos diploides de in vitro generados a partir del desarrollo de yemas axilares pre-existentes. 
2n VBAP: individuos diploides de in vitro regenerados a partir de brotes de novo de callos crecidos en BAP 2,2 
µM. 4n BAP: individuos tetraploides regenerados tras el tratamiento con colchicina in vitro. Nº Bandas Frec. >= 
5%: Número de bandas con frecuencia ≥ 5%. Nº Bandas menos comunes (<=25%): Número de bandas menos 
comunes (Frecuencia <=25%) encontrada en 25% o menos de las poblaciones. 
Los patrones moleculares obtenidos con estos 13 marcadores, incluyeron la pérdida de 
bandas originales, la aparición de nuevas bandas y la presencia de bandas únicas. La Tabla 
MM A B C D E F G H I J K L MM 
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19 muestra el porcentaje de polimorfismo, número de loci y el número de bandas únicas de 
cada iniciador.  
 
Iniciador % Polimorfismo Nº loci 
Nº bandas únicas 
PM 2n Vs/BAP 2n VBAP 4n VBAP 
3’GGG 38,9 18 3 0 0 0 
5’GACA 41,2 18 1 0 0 1 
3’CAC 16,7 6 1 0 0 0 
3’CAG 40,0 20 1 0 0 0 
3’AG 44,4 20 2 0 0 2 
3’TG 61,9 23 3 0 0 2 
3’AC 64,0 25 8 0 0 0 
3’TC 57,1 15 3 0 0 1 
3’GA 40,0 15 2 0 0 0 
5’CA 50,0 13 1 0 0 1 
5’CT 55,6 18 6 0 0 0 
5’GT 54,5 22 4 0 0 0 
5’GA 58,8 17 3 0 0 0 
 
Tabla 19. Porcentaje de polimorfismo, número de loci y número de bandas únicas de cada iniciador. PM: Planta 
Madre. 2n Vs/BAP: individuos diploides de in vitro generados a partir del desarrollo de yemas axilares pre-
existentes. 2n VBAP: individuos diploides de in vitro regenerados a partir de brotes de novo de callos crecidos 
en BAP 2,2 µM. 4n VBAP: individuos tetraploides regenerados tras el tratamiento con colchicina in vitro. 
 
El tamaño de las bandas amplificadas osciló entre 290 y 2630 pb. Las Figuras 69, 70, 71 y 
72 muestran, a modo de ejemplo, los perfiles de los productos de amplificación obtenidos 
con los iniciadores 5’GT, 5’CT, 3’AG y 3’TC. 
La planta madre mostró bandas únicas con todos los iniciadores ensayados, como 
muestran los ejemplos de las Figuras 69, 70, 71 y 72. Estos polimorfismos se detectaron 
no sólo entre la planta madre y las plantas regeneradas a través de la formación de brotes 
de novo a partir de un callo (organogénesis indirecta), sino también entre la planta madre y 
las plantas desarrollados a partir de yemas axilares pre-existentes.  
Este hecho señala la existencia de variabilidad incluso en individuos desarrollados de 
meristemas pre-existentes (organogénesis directa). 
Asimismo, esas bandas encontradas en la planta madre, también la diferenciaron de los 
individuos tetraploides.  
 
Por el otro lado, como también puede observarse en las Figuras 69, 70, 71 y 72, tanto los 
diploides obtenidos por las dos vías regenerativas como los tetraploides, exhibieron bandas 
que no se hallaron en los perfiles de la planta madre, con todos los iniciadores ensayados. 
Estas bandas, no fueron consideradas bandas únicas al ser compartidas tanto por diploides 
como por tetraploides. 
Estos hallazgos estarían indicando la existencia de variabilidad entre el genotipo original y 
todas las plantas regeneradas por cultivo in vitro, independientemente a su nivel de ploidía, 
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y se condice a la observación en las diferencias a nivel cuantitativo en la composición del 
aceite esencial entre la planta madre y todos los individuos, tanto diploides como 
tetraploides, derivados de cultivo in vitro, y a la variante en el número de hojas por nudo, 
detectadas en todos los individuos que pasaron por cultivo in vitro, sean diploides o 
tetraploides. 
Con el iniciador 3'TG, se pudieron observar dos bandas polimórficas entre las plantas 
derivadas de callos y las plantas desarrolladas a partir de yemas axilares pre-existentes, 
pero que resultaron no reproducibles, y por lo tanto no pudieron ser consideradas como 
tales en el análisis. 
 
Por su parte, los tetraploides mostraron bandas únicas con los iniciadores 3’AG (Figura 71), 
3’TC (Figura 72), 5’GACA, 3’TG y 5’CA con los cuales se diferenciaron tanto de la planta 
madre como del resto de los diploides. 
Con este resultado se evidenció otra diferencia entre tetraploides y diploides, además de 
las observadas a nivel fenotípico (rendimiento de aceites y tamaño de hojas, 
inflorescencias, tricomas, estomas y granos de polen) tratándose esta vez de diferencias a 
nivel molecular. 
 
El dendrograma obtenido mediante el coeficiente de Jaccard y el agrupamiento UPGMA, 
se muestra en la Figura 73. El coeficiente de correlación cofenética registró un valor r= 
0,99987 (p[random Z >= observed Z] =  0,0020), entre la matriz de similitud y la matriz 
derivada del fenograma, lo que sugiere un buen ajuste de agrupamiento. 
El análisis del dendrograma generado mostró a los 3 grupos de individuos (planta madre 
diploide, diploides de in vitro regenerados a partir de brotes de novo de callos crecidos en 
BAP 2,2 µM y diploides de in vitro generados a partir del desarrollo de yemas axilares pre-
existentes, y tetraploides regenerados tras el tratamiento con colchicina in vitro) claramente 
separados entre ellos, y en especial con respecto a la planta madre.    
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Figura 69. Perfil de amplificación de los individuos analizados de L. integrifolia con el iniciador 5’GT. MM: 
Marcador de peso molecular 100 bp. PM: Planta Madre. 2n Vs/BAP: individuos diploides de in vitro generados 
a partir del desarrollo de yemas axilares pre-existentes. 2n VBAP: individuos diploides de in vitro regenerados 
a partir de brotes de novo de callos crecidos en BAP 2,2 µM.  4n VBAP: individuos tetraploides regenerados 
tras el tratamiento con colchicina in vitro. Loci polimórficos (Bandas únicas) para la planta madre. Loci 
polimórficos para los individuos regenerados por cultivo in vitro (diploides de in vitro generados a partir del 
desarrollo de yemas axilares pre-existentes, diploides de in vitro regenerados a partir de brotes de novo de 
callos crecidos en BAP 2,2 µM y tetraploides). Loci monomórficos. 
 
  
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 MM 
100 
2n Vs/BAP 2n VBAP 4n VBAP  
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Figura 70. Perfil de amplificación de los individuos analizados de L. integrifolia con el iniciador 5’CT. MM: 
Marcador de peso molecular 100 bp. PM: Planta Madre. 2n Vs/BAP: individuos diploides de in vitro generados 
a partir del desarrollo de yemas axilares pre-existentes. 2n VBAP: individuos diploides de in vitro regenerados 
a partir de brotes de novo de callos crecidos en BAP 2,2 µM.  4n VBAP: individuos tetraploides regenerados 
tras el tratamiento con colchicina in vitro. Loci polimórficos (Bandas únicas) para la planta madre. Loci 
polimórficos para los individuos regenerados por cultivo in vitro (diploides de in vitro generados a partir del 
desarrollo de yemas axilares pre-existentes, diploides de in vitro regenerados a partir de brotes de novo de 
callos crecidos en BAP 2,2 µM y tetraploides). Loci monomórficos. 
  
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 MM 
100 
2n Vs/BAP 2n VBAP 4n VBAP 
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Figura 71. Perfil de amplificación de los individuos analizados de L. integrifolia con el iniciador 3’AG. MM: 
Marcador de peso molecular 100 bp. PM: Planta Madre. 2n Vs/BAP: individuos diploides de in vitro generados 
a partir del desarrollo de yemas axilares pre-existentes. 2n VBAP: individuos diploides de in vitro regenerados 
a partir de brotes de novo de callos crecidos en BAP 2,2 µM.  4n VBAP: individuos tetraploides regenerados 
tras el tratamiento con colchicina in vitro. Loci polimórficos (Bandas únicas) para la planta madre. Loci 
polimórficos para los individuos regenerados por cultivo in vitro (diploides de in vitro generados a partir del 
desarrollo de yemas axilares pre-existentes, diploides de in vitro regenerados a partir de brotes de novo de 
callos crecidos en BAP 2,2 µM y tetraploides). Loci polimórficos (Bandas únicas) para los tetraploides.
Loci monomórficos. 
  
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 MM 
100 
2n Vs/BAP 2n VBAP 4n VBAP 
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Figura 72. Perfil de amplificación de los individuos analizados de L. integrifolia con el iniciador 3’TC. MM: 
Marcador de peso molecular 100 bp. PM: Planta Madre. 2n Vs/BAP: individuos diploides de in vitro generados 
a partir del desarrollo de yemas axilares pre-existentes. 2n VBAP: individuos diploides de in vitro regenerados 
a partir de brotes de novo de callos crecidos en BAP 2,2 µM.  4n VBAP: individuos tetraploides regenerados 
tras el tratamiento con colchicina in vitro. Loci polimórficos (Bandas únicas) para la planta madre. Loci 
polimórficos para los individuos regenerados por cultivo in vitro (diploides de in vitro generados a partir del 
desarrollo de yemas axilares pre-existentes, diploides de in vitro regenerados a partir de brotes de novo de 
callos crecidos en BAP 2,2 µM y tetraploides). Loci polimórficos (Bandas únicas) para los tetraploides.
Loci monomórficos.  
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 MM 
100 
2n Vs/BAP 2n VBAP 4n VBAP 
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Figura 73. Dendrograma obtenido de los individuos analizados de L. integrifolia con los 13 iniciadores ISSRs 
con el coeficiente de Jaccard, según el agrupamiento UPGMA. C1: planta madre. C2-C5: 2n Vs/BAP: individuos 
diploides de in vitro generados a partir del desarrollo de yemas axilares pre-existentes. C6-C10: 2n VBAP: 
individuos diploides de in vitro regenerados a partir de brotes de novo de callos crecidos en BAP 2,2 µM. C11-
C15: 4n VBAP:  individuos tetraploides regenerados tras el tratamiento con colchicina in vitro. 
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DESARROLLO DE UNA NUEVA VARIEDAD DE INCAYUYO 
Como se mostró en los resultados de la caracterización fenotípica de los tetraploides, en 
todos los caracteres evaluados se encontraron diferencias de nivel significativo entre la 
planta madre y los autotetraploides obtenidos. 
Con estos datos se completaron los descriptores (ver Anexo III) y demostradas las 
diferencias, el 6 de Julio de 2015 los tetraploides fueron aceptados e inscriptos como la 
variedad Tawa INTA, con Número de Registro: 15679 (Figura 74). 
 
 
Figura 74. Variedad de incayuyo TAWA INTA, desarrollada con este trabajo. a) Ejemplar de TAWA INTA. b) 
Comparación de las hojas de la planta madre (izq) y TAWA INTA (der). c) Comparación de las inflorescencias 
de la planta madre (izq) y TAWA INTA (der). Barra: 5 mm. 
 
 
 
  
a b
 
c 
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8. DISCUSIÓN 
Se puede valorar la importancia de las PAM desde diferentes puntos de vista; desde lo 
biológico, por los genes que portan; desde lo social, por sus aplicaciones en la medicina 
popular y su relevancia en las tradiciones populares y por ser uno de los medios de 
subsistencia de muchas familias; y desde lo económico, por los productos de esos genes, 
tanto actuales como potenciales. Por este último motivo son objeto de una importante 
demanda por parte de las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética. Esto ha llevado 
a la disminución de las poblaciones naturales de numerosas especies por la extracción 
indiscriminada, poniendo a algunas de ellas en serio riesgo de extinción.  
El género Lippia cuenta con numerosas especies de valiosa importancia para las industrias 
mencionadas en el párrafo precedente, como L. turbinata, L. dulcis, L. alba, L. junelliana y 
L. integrifolia. Esto lo convierte en un género muy demandado y, a no ser que se tomen los 
recaudos necesarios, en el mediano plazo, su continuidad como recurso genético y 
fitoquímico se verá seriamente amenazada.  
L. integrifolia es muy utilizada en la industria de la herboristería, para la preparación de 
bebidas (amargos serranos) y yerbas compuestas; además, por ser una fuente importante 
de compuestos terpénicos tiene un gran potencial en la industria cosmética/perfumística. 
Partiendo de la premisa que la mejor forma de conservar y sentar soberanía sobre un 
recurso genético es profundizar el conocimiento sobre el mismo y propiciar su 
aprovechamiento sustentable, a través de la selección, multiplicación y conservación de los 
genotipos, obtención de nuevas variedades a partir del material silvestre mejorando la 
productividad de sus metabolitos secundarios y ofrecer estos materiales como alternativa 
para que sean producidos por cultivo en lugar de extraerlo de la naturaleza. La biotecnología 
brinda una serie de herramientas que permiten generar estrategias para el desarrollo y la 
preservación de este germoplasma.  
La estrategia aquí planteada, de obtener bajo condiciones in vitro individuos poliploides, 
está basada en la hipótesis que a mayor dosis génica, mayor será la producción de 
metabolitos secundarios y así se obtendrán nuevas variedades de “incayuyo” con una 
esperable mayor capacidad de síntesis de compuestos que hacen a las propiedades 
aromático-medicinales de esta especie. 
 
La poliploidización puede llevarse a cabo a través de diferentes metodologías, tanto en 
condiciones in vivo como in vitro. En condiciones in vivo, existe un importante número de 
variables difíciles de controlar, debido a las fluctuaciones constantes del ambiente. Por su 
parte, dado que el cultivo in vitro brinda un ambiente más controlado y estandarizado que 
los que ofrecen las alternativas de poliploidización bajo condiciones de invernáculo, la 
propagación in vitro de plantas tiene un gran potencial para mejorar la eficiencia de las 
técnicas de poliploidización (Dhooghe et al., 2011). Por esta razón, es importante a la hora 
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de comenzar con un ensayo de poliploidización, tener bien establecido un protocolo de 
propagación y multiplicación in vitro.  
El Meskaoui (2013) señala que el éxito en el uso de cultivo de tejidos in vitro depende, en 
gran parte, de tres factores: la elección del explanto, la composición del medio, 
especialmente en cuanto a las combinaciones de fitohormonas o reguladores de 
crecimiento, y el control de las condiciones de cultivo (entorno físico). 
En lo que se refiere al cultivo in vitro de tejidos, la bibliografía consultada indica que en 
varias especies del género Lippia se han ajustado sistemas de micropropagación, a saber: 
L. dulcis (Urrea et al., 2009), L. filifolia (Pereira Peixoto et al., 2006), L. alba (Gupta et al., 
2001), L. junelliana (Juliani et al., 1999), e incluso L. integrifolia (Passera y Ambrosetti, 
1999); asimismo, se contó con otros informes de numerosas PAM que también han sido 
desarrolladas para su propagación in vitro actualmente como Pogostemon cablin (Jin et al., 
2014), Thymus satureioides (Aicha et al., 2013; Mendes et al., 2013), Centella asiatica 
(Kaensaksiri et al., 2011), Hedeoma multiflorum (Diaz et al., 2010), Helichrysum italicum 
(Morone-Fortunato et al., 2010), Lavandula pedunculata (Zuzarte et al., 2010) y L. dentata 
(Sudria et al., 1999), Artemisia vulgaris (Govindaraj et al., 2008), Minthostachys mollis (Bima 
et al., 2006), Salvia officinalis (Avato et al., 2005).  
En cuanto a la elección del tipo de explanto para L. integrifolia para su establecimiento in 
vitro, se emplearon segmentos nodales (yemas apicales y subapicales), ya que sería 
esperable de este tipo de explanto el desarrollo directo de las yemas, lo que supondría la 
integridad y estabilidad genética de los materiales, al trabajar a partir de meristemas pre-
existentes (Bairu et al., 2011).  
Como ya se señaló, uno de los principales parámetros a ajustar para el establecimiento in 
vitro de cualquier especie, es la selección del medio de cultivo. Si bien existen más de 50 
formulaciones de medios de cultivo, el medio MS (Murashige y Skoog, 1962) es el más 
frecuentemente utilizado, independientemente del tipo de cultivo del que se trate (plantas 
aromático-medicinal, ornamentales, forestales, alimenticias, etc), debido a que reúne todos 
los nutrientes en cantidades casi universales (Rout et al., 2000). Otro de los medios de 
cultivo más utilizado es el WPM (McCown y Lloyd, 1981), que si bien fue diseñado para 
plantas leñosas, con el cual se han obtenido buenos resultados en la propagación de otras 
Verbenáceas (González Roca et al., 2015). Debido a que ambos medios están citados 
como adecuados en la propagación de Verbenáceas (González Roca et al., 2015; Iannicelli 
et al., 2012; Iannicelli et al., 2010a; Urrea et al., 2009; Pereira Peixoto et al., 2006; Gupta et 
al., 2001; Juliani et al., 1999; Passera y Ambrosetti, 1999), se decidió probar ambas 
formulaciones completas y diluidas. Este ensayo mostró que el medio MS fue el que mejor 
suplió los requerimientos nutricionales de L. integrifolia, a partir de la obtención del mayor 
porcentaje de sobrevida y la observación del buen desarrollo de los explantos, lo que 
permitió continuar y pasar a la siguiente etapa del cultivo in vitro, que fue alcanzar la 
multiplicación de la especie en estas condiciones. 
Este resultado coincidió con la mayoría de los informes previos para la propagación de 
diferentes PAM (Jin et al., 2014; Mendes et al., 2013; Zielinska et al., 2011; Zuzarte et al., 
Jesica Iannicelli - 2016 
 
166 
 
2010; Govindaraj et al., 2008; Escandón et al., 2006; Bima et al., 2006; Echeverrigaray et 
al., 2005; Escandón et al., 2005a), y en especial con todos los del género Lippia (Urrea et 
al., 2009; Pereira Peixoto et al., 2006; Gupta et al., 2001; Juliani et al., 1999; Passera y 
Ambrosetti, 1999), donde el empleo del medio MS fue el más adecuado para el 
establecimiento de los explantos.  
El establecimiento como cultivo in vitro de “incayuyo” no generó mayores dificultades, los 
explantos se desarrollaron sin problemas, coincidiendo con lo informado por Passera y 
Ambrosetti (1999), así como para otras especies de Lippia como L. dulcis (Urrea et al., 
2009), L. filifolia (Pereira Peixoto et al., 2006), L. alba (Gupta et al., 2001), L. junelliana 
(Juliani et al., 1999). 
Para la etapa de multiplicación in vitro, la selección de un regulador de crecimiento 
dependerá del objetivo buscado, de la especie con la que se trabaje y sus requerimientos, 
aún dentro de un mismo género, y pudiendo llegar a ser incluso especie dependiente, así 
como de la concentración con la que se lo emplee (Rout et al., 2000). Para esto, una vez 
más se tomaron los antecedentes de resultados en otras especies afines junto con 
experiencias propias del grupo de trabajo para la selección del regulador de crecimiento y 
su concentración. 
El BAP es uno de los reguladores de crecimiento más frecuentemente utilizados en cultivo 
de tejidos, hecho que podría atribuirse a la capacidad de los tejidos vegetales para 
metabolizar al BAP más fácilmente que otros reguladores del crecimiento sintéticos o a la 
capacidad del BAP para inducir la producción de hormonas naturales, como la zeatina, 
dentro de los tejidos (Naik y Chand, 2011; Malik et al., 2005). En cuanto a las PAM, el BAP 
ha resultado ser un regulador adecuado para diversas familias de especies aromáticas 
como en las Lamiáceas en Pogostemon cablin (Jin et al., 2014), Lavandula pedunculata 
(Zuzarte et al., 2010), Thymus satureioides (Aicha et al., 2010), Salvia fruticosa (Arikat et 
al., 2004) y Minthostachys mollis (Cheber et al., 1998), en Asteráceas en Artemisia vulgaris 
(Govindaraj et al., 2008), y en Escrofulareáceas en Bacopa monnieri y Scoparia 
montevidensis (Escandón et al., 2006 y 2005a respectivamente). 
Para la familia de las Verbenáceas, su empleo ha sido informado por diferentes autores con 
resultados disímiles. Por ejemplo: en L. integrifolia, Passera y Ambrosetti (1999) intentaron 
inducir la formación de callos con altas concentraciones de BAP (220 μM) pero en este 
trabajo no se informó el desarrollo de brotes viables bajo esas condiciones experimentales. 
Estos resultados podrían deberse a los altos niveles de BAP empleados por estos autores. 
Por su parte, en L. junelliana, Juliani et al. (1999) informaron la formación de brotes con una 
tasa de 11 brotes/explanto con 4,4 μM de BAP. Con esta misma concentración, Pereira 
Peixoto et al. (2006) informaron en L. filifolia una tasa mayor, de casi 23 brotes/explanto. 
Así mismo, para L. alba también se obtuvieron brotes viables, pero con una tasa mucho 
menor, de 6 brotes/explanto, y con mayor concentración de regulador (8,8 μM; Gupta et al., 
2001). En los tres casos la concentración de BAP utilizada fue sensiblemente más baja que 
la propuesta por Passera y Ambrosetti para L. integrifolia 
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En función de lo encontrado en la bibliografía consultada, para iniciar los ensayos de 
multiplicación de L. integrifolia se consideró como más adecuados los niveles de citocinina 
propuestos por Pereira Peixoto et al. (2006) en L. filifolia y por Juliani et al. (1999) en L. 
junelliana. En estas condiciones, se obtuvo una muy buena respuesta al uso de BAP, y 
coincidiendo con estos autores, el tratamiento 4,4 μM de BAP también permitió obtener una 
buena tasa de multiplicación, con casi 10 brotes/explanto al cabo de 30 días de cultivo. 
Por el otro lado, con la combinación de BAP con IBA, como se cita en el trabajo de L. 
junelliana, se observó una disminución en la tasa de multiplicación obtenida. Y aplicando 
IBA como único regulador no se generaron brotaciones y sólo se promovió el desarrollo de 
raíces. En las condiciones probadas en estos ensayos es posible inferir que solamente con 
el agregado de una citocinina fue suficiente para suplir las necesidades hormonales del 
cultivo de L. integrifolia. En ocasiones, una única citocinina por sí sola no es suficiente para 
promover el desarrollo de brotes y se necesita del agregado de auxinas. O bien puede 
suceder que para optimizar la respuesta buscada, se adicionen auxinas. Estas situaciones 
se observaron con otras especies de Verbenáceas, donde solo fue posible la regeneración 
de brotes con la combinación de una citocinina y una auxina (Iannicelli et al., 2010b), 
mientras que en otro caso, su combinación promovió mejores resultados que el empleo de 
una citocinina por sí sola (Gonzalez Roca et al., 2015), e incluso el BAP no fue adecuado 
para su multiplicación y los explantos se oxidaron sin obtener desarrollo de nuevos brotes 
(Iannicelli et al., 2012). 
A partir de los efectos generados por el BAP, se buscó optimizar esta tasa de multiplicación, 
probando diferentes concentraciones de este regulador, incluida 4,4 μM, con un mayor 
tiempo de cultivo (45 días), obteniéndose altas tasas de multiplicación (alrededor de 16 
brotes/explanto). Dado que se obtuvieron resultados similares entre los tratamientos, se 
optó por 2,2 μM por ser el de menor concentración para los ensayos posteriores.  
Es importante mencionar el llamativo comportamiento observado a la aplicación de BAP, 
donde 4,4 y 2,2 μM mostraron tasas de multiplicación similares, mientras que en la 
intermedia, 3,3 μM, ésta fue menor. Fluctuaciones de este tipo en las tasas de multiplicación 
han sido observadas previamente en nuestro grupo de trabajo, a lo cual no se le ha podido 
aducir una causa determinada (Escandón, comunicación personal, 2016).   
Respecto de la respuesta de “incayuyo” a las diferentes citocininas probadas, el ensayo 
realizado indicó que el BAP fue la más adecuada. En efecto, bajo las condiciones 
experimentales establecidas en este ensayo, los tratamientos conteniendo TDZ o KIN no 
fueron apropiados para la multiplicación in vitro de “incayuyo”. El tratamiento con BAP 
mostró diferencias significativas en la respuesta generada en comparación a los otros dos 
reguladores. Este fue un resultado inesperado, al menos para TDZ, regulador con el cual 
en estudios previos realizados en otras Verbenáceas como con Glandularia, fue posible 
promover el desarrollo de brotes adventicios con buenas tasas de multiplicación de 
alrededor de 11 brotes/explanto (Iannicelli et al., 2012). En cambio, esta citocinina fue 
informada como inadecuada para la multiplicación in vitro de otras especies aromáticas 
como Varronia curassavica (Vieira Santos et al., 2013), Agastache rugosa (Zielinska et al., 
2011) y Salvia fruticosa (Arikat et al., 2004). La KIN, por su parte, fue ineficaz en la 
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generación brotes de novo en los trabajos realizados con diferentes especies de 
Glandularia en este laboratorio (González Roca et al., 2015; Iannicelli et al., 2012).  
De esta forma, como señalan Olmos et al. (2010), los reguladores y sus rangos de 
concentraciones, así como sus posibles combinaciones, deben ser optimizados para cada 
especie y genotipo.  
Uno de los ejes más relevantes en el contexto de este trabajo es la obtención de una buena 
tasa de multiplicación. En efecto, su optimización se hace necesaria debido a que podría 
ser un factor que afecte el éxito de la poliploidización, esperando que mayores tasas de 
multiplicación permitan recuperar una mayor cantidad de individuos poliploides. Esta es una 
tendencia que se ha observado a partir de experiencias de nuestro grupo de trabajo 
(Gonzalez Roca et al., 2015; Escandón et al., 2007; Escandón et al., 2005a).  
Finalmente se ajustó un tratamiento exitoso para la propagación in vitro de “incayuyo”, 
medio MS suplementado con 2,2 μM de BAP, ya que permitió la obtención de una adecuada 
y satisfactoria tasa de multiplicación.  
 
Pero el agregado de BAP, si bien propició el desarrollo de brotes, también trajo aparejado 
la generación de callos, a partir de los cuales se desarrollaron estas multibrotaciones. 
De esta forma, se generaron plántulas tanto por vía directa a través del desarrollo de 
meristemas pre-existentes (yemas axilares y apicales) de los entrenudos utilizados como 
explantos (regeneración directa), como a través de la generación de callos a partir de los 
cuales se desarrollaron brotes de novo, mediante (regeneración indirecta).  
La organogénesis es a menudo el paso más importante para el éxito de la posterior 
aplicación de biotécnicas, como señalan Gonçalves y Romano (2013), por lo que para 
muchas especies aromáticas y medicinales se ha informado su propagación por medio del 
desarrollo de brotes a partir de callos (Samantaray et al., 2013; Falk et al., 2009; Caruso et 
al., 2000; Shasany et al., 1998) propiciando luego la aplicación de técnicas como la 
mutagénesis in vitro o la transformación genética.  
Sin embargo, dado que un callo es una masa de células desdiferenciadas que proliferan 
desorganizadamente, razón por la cual podría llegar a ser una fuente de considerable 
variación, muchos autores prefieren evitar el pasaje por una fase de callo (Cardone et al., 
2010; Zuzarte et al., 2010; Kaeppler et al., 2000). 
En consecuencia y debido a las implicancias que conlleva el uso de reguladores de 
crecimiento, y en vista de los efectos generados en los cultivos de L. integrifolia en cuanto 
al desarrollo de brotes, se consideró relevante estudiar el origen de estas multibrotaciones.  
El proceso organogénico está influenciado por el tipo de explanto utilizado, así como por la 
presencia de fitohormonas o reguladores de crecimiento (Duclercq et al., 2011). Krikorian 
(1995) y Pierik (1990) han argumentado que la formación de brotes es posible con bajas 
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concentraciones de auxina y mayores concentraciones de citocininas presentes en el 
medio; ambos autores además han señalado al BAP como la citocinina más efectiva. Por 
otro lado, si no se adicionan auxinas, desde el punto de vista morfológico, son esperables 
callos de estructura compacta (Pierik, 1990). Estas observaciones concuerdan con los 
resultados obtenidos en este trabajo, donde en un medio suplementado sólo con citocinina 
(2,2 μM BAP), se desarrollaron callos que tras 30 días de cultivo, generaron brotaciones. 
Histológicamente, pudo apreciarse la formación de domos meristemáticos y primordios 
foliares por medio de la tinción Safranina-Fast Green (Fuentes et al., 2005), confirmando 
que los callos mostraron respuesta organogénica que dio lugar a los brotes de novo 
recuperados.  
 
Una vez enraizados los brotes, tanto para aquellos derivados de yemas pre-existentes 
como los generados a través de los callos, se inició la última etapa del cultivo de tejidos, 
que fue la aclimatación de las plántulas. Dentro del contexto del trabajo realizado para llegar 
hasta esta instancia, el tiempo y los insumos invertidos, esta etapa quizás sea la más crítica 
del cultivo de tejidos, dado que la clave para el éxito final del cultivo yace en la capacidad 
de las plantas regeneradas de ser transferidas desde el medio de cultivo a la tierra y de 
adaptarse a las condiciones de vida autótrofas (Naik y Chand, 2011). Esto se debe a que 
en la situación de cultivo in vitro, las plantas crecen en condiciones muy especiales como 
un ambiente con un alto grado de humedad y baja irradiancia, con baja disponibilidad de 
dióxido de carbono, con una importante fuente de carbono, y en ocasiones reguladores de 
crecimiento, y crecen libres de patógenos. Estas condiciones provocan como resultado 
plantas con su anatomía y fisiología no adaptadas para vivir en la atmósfera normal, con la 
aparición de alteraciones tales como cambios en la estructura de las hojas (especialmente 
el retraso en el desarrollo de la cutícula y una funcionalidad limitada del aparato estomático), 
problemas con las relaciones hídricas y un sistema fotosintético poco funcional (Mroginski 
et al., 2010; Pospíslová et al., 1999). En el proceso de aclimatación se restablecen, 
gradualmente, las funciones que hacen y regulan la respiración/transpiración de la planta 
que permitirán su desarrollo en condiciones normales de invernáculo y luego a condiciones 
de campo. 
Siguiendo el protocolo descrito por Iannicelli et al. (2012), las plantas puestas en 
condiciones ex vitro superaron esta etapa y pudieron ser transferidas a condiciones de 
invernáculo.  
Una de las situaciones que caracterizan al cultivo de tejidos es que puede ser fuente de 
variabilidad genética y esta se puede manifestar a través de la aparición de alteraciones en 
el fenotipo tras el pasaje por condiciones in vitro (Cardone et al., 2010).  
En este estudio aparecieron algunos individuos derivados del cultivo de callos (brotes de 
novo), con diferencias en el número de hojas por nudo con respecto a la madre. Esta 
observación podría haber sido esperada, dado lo comentado anteriormente en cuanto a los 
riesgos que genera la formación y el desarrollo de un callo a partir del cual luego se 
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desarrollen nuevos individuos. Pero sorpresivamente, no sólo estos individuos mostraron 
estas diferencias, sino que aquellos desarrollados de meristemas pre-existentes (yemas 
axilares), sin el pasaje por una fase de callo, también exhibieron diferente número de hojas 
a la madre. 
Estas modificaciones podrían estar relacionadas con lo que se conoce como variación 
somaclonal, fenómeno considerado como una consecuencia de trabajar en condiciones in 
vitro, y que se puede generar en todos los métodos comúnmente empleados para el cultivo 
in vitro de plantas, ya sea cultivo de yemas, de callos o de cualquier otro explanto, 
organogénesis directa e indirecta, y hasta embriogénesis somática (Cardone et al., 2010). 
Debido a su complejidad será discutido en una sección apartada más adelante. 
 
La diferencia entre las vitroplantas y el genotipo original fue el diferente número de hojas 
por nudo observado en algunos individuos. En crecimiento y desarrollo, estas plantas 
mostraron ser similares a la planta madre, por lo que, tras un período de desarrollo en 
invernáculo, fueron llevadas a campo bajo condiciones naturales cercanas a su hábitat 
natural con el fin de ser reintroducidas y evaluar su crecimiento y comportamiento.  
La reintroducción de nuevas plantas en los ambientes naturales y originales de las especies 
ha demostrado ser una alternativa viable para su conservación in situ o para generar nuevas 
plantaciones enriquecidas para programas de recolección sostenible, como señalan Juliani 
et al. (2011), quienes tras regenerar plantas de L. junelliana a través de técnicas de 
micropropagación, realizaron ensayos a campo con estas plantas, las que se adaptaron y 
desarrollaron con normalidad. Para el caso de L. integrifolia, si bien sería necesaria la 
realización de estos ensayos y estudios a campo, a priori se podría afirmar que las plantas 
propagadas in vitro se adaptaron al ambiente natural y demostraron ser totalmente viables, 
al desarrollarse con normalidad y alcanzar la floración en tiempo y forma. De hecho, 
pudieron ser cosechadas para el estudio de sus aceites esenciales. 
 
Con las plantas establecidas en condiciones naturales, concluyó con éxito el ciclo de cultivo 
de tejidos. Esto es, se introdujeron individuos bajo condiciones in vitro, se propagaron a 
través de una adecuada tasa de multiplicaron, se aclimataron y se reestablecieron en la 
naturaleza, por lo que con el protocolo de propagación establecido, y corroborada su 
eficacia, se iniciaron los ensayos para alcanzar el principal objetivo de este trabajo, que fue 
desarrollar materiales con mayor capacidad de producción de aceites esenciales a través 
de la generación de autopoliploides sintéticos por aplicación de la técnica de poliploidización 
in vitro. 
El aumento en el número de cromosomas y la consecuente redundancia en el genoma 
creada por la poliploidía ha sido reconocido durante mucho tiempo como una prominente 
característica en la evolución de las plantas con flores (Stebbins, 1971). Este cambio en el 
número de cromosomas desde el punto de vista filogenético representa un salto de 
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relevancia en el proceso evolutivo, por lo que es el centro de estudio de diversos autores 
por estar relacionada a los procesos abruptos de especiación (Wood et al., 2009).  
La permanencia de la poliploidía en las angiospermas implica que tiene algún significado 
adaptativo. En este sentido, los poliploides a menudo muestran nuevos fenotipos, que no 
están presentes en sus progenitores diploides. Algunos de estos rasgos, como son mayor 
tamaño de órganos (hojas, flores, etc), biomasa, tolerancia a la sequía, resistencia a plagas, 
tiempo de floración, y otras modificaciones, podrían permitirles a los poliploides entrar en 
nuevos nichos ecológicos (Osborn et al., 2003). Por el otro lado, estos rasgos 
característicos de los poliploides, les permiten mejorar sus posibilidades de ser 
seleccionados para el uso agrícola (Osborn et al., 2003). En efecto, la poliploidización es 
reconocida como una de las más importantes y utilizadas herramientas para el 
mejoramiento vegetal, donde el desarrollo de poliploides sintéticos permite obtener una 
rápida mejora genética en la planta de interés que se traduce en incrementos en la 
producción de metabolitos secundarios (Dhawan y Lavania, 1996).  
 
Con la generación de autopoliploides, el material genético base sigue siendo el mismo, pero 
la dosis génica se multiplica, y esto genera el potencial para modular la expresión génica y 
la actividad enzimática, llevando a cambios en la producción de metabolitos secundarios, 
tanto en términos de concentración como de composición química (Lavania, 2005). 
Dado que no existen poliploides naturales para todas las especies, como por ejemplo el 
caso de Citrus (Vieira et al., 2016) o Lavandula (Upson y Andrews, 2004), la forma más 
utilizada para la obtención de poliploides es a través de la vía sintética, a partir de la 
aplicación de agentes mutagénicos, generalmente en condiciones in vitro (Dhooghe et al., 
2011). En estas condiciones, se han desarrollado poliploides en diversas PAM como 
Hyoscyamus reticulatus (Madani et al., 2015), Artemisia annua (Lin et al., 2011), 
Catharanthus roseus (Xing et al., 2011), Centella asiatica (Kaensaksiri et al., 2011), 
Dioscorea zingiberensis (Zhang et al., 2010a; Heping et al., 2008), Echinacea purpurea 
(Koul et al., 2010), Salvia miltiorrhiza (Gao et al., 1996). 
En base a los trabajos desarrollados en las diferentes PAM, la estrategia elegida para la 
obtención de poliploides para “incayuyo” fue aplicar un método de poliploidización en 
condiciones in vitro. 
Debido a la complejidad del proceso, existe una gran variedad de protocolos (Dhooghe et 
al., 2011). Estos autores señalan, en coincidencia con el trabajo aquí desarrollado, que 
independientemente al método utilizado, el protocolo de poliploidización necesita estar 
integrado a los protocolos in vitro, incluido el inicio del cultivo y las fases de propagación. 
Tanto en ambientes in vitro como in vivo, se pueden aplicar diferentes agentes antimitóticos, 
entre los cuales la colchicina es el más ampliamente utilizado (Dhooghe et al., 2011). 
Una de las formas más comunes de utilizar la colchicina es en solución, dejando a los 
explantos en inmersión. Con este tipo de protocolo nuestro grupo de trabajo ha desarrollado 
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autotetraploides sintéticos de diversas especies, recientemente en un híbrido de 
Glandularia (G. peruviana x G. scrobiculata) (González Roca et al., 2015), y previamente 
en Mecardonia tenella (Escandón et al., 2007a), Bacopa monnieri (Escandón et al., 2006), 
Scoparia montevidensis (Escandón et al., 2005a) y Calibrachoa pygmaea (Hagiwara et al., 
2002). En estos trabajos, los tetraploides se obtuvieron tras la inmersión de los explantos 
en sendas soluciones de colchicina al 0,01 y 0,001%. 
Posiblemente el hecho de que L. integrifolia crezca en zonas con deficiencia hídrica, al 
encontrarse en un entorno en donde el agua es un exceso, los explantos no sean capaces 
de soportar la situación. Esto es lo que se observó cuando se reprodujeron los protocolos 
probados en este laboratorio (González Roca et al., 2015) y se sumergieron los explantos 
en soluciones con y sin colchicina, donde ningún explanto sobrevivió al tratamiento 
probado.  
Al modificarse el protocolo de incubación con la colchicina adicionada al medio de cultivo, 
se pudo exponer a los explantos al agente mutagénico sin que resultara en la pérdida total 
de los mismos. Nuestros resultados coincidieron con los trabajos de Madani et al. (2015); 
Heping et al. (2008) y Kadota y Niimi (2002), donde se indujo exitosamente la poliploidía a 
través de la adición de la colchicina en solución al medio de multiplicación.   
Es de amplio conocimiento que la colchicina es un agente sumamente tóxico y que la 
relación de compromiso entre concentración-tiempo de exposición-supervivencia es difícil 
de establecer, lo que generalmente implica la pérdida del material (Dhooghe et al., 2011).  
Tras la exposición a la colchicina, y realizados los subcultivos a medio libre de ella, se 
observó una importante mortalidad de los explantos y plántulas in vitro. Posiblemente la 
mortalidad, sea debida a la generación de alteraciones fisiológicas que podrían dar lugar a 
una reducción de la tasa de división celular (Yemet y Blume, 2008). Trabajos recientes 
señalan el hecho de que el metabolismo intracelular no puede hacer frente al aumento de 
las necesidades de precursores de la síntesis de ADN (nucleósidos) causados por el 
aumento del contenido de material genético. Se sabe que la cantidad de dNTPs intracelular 
es regulada con suma precisión a través de mecanismos de control bioquímicos y 
genéticos, y que el mal funcionamiento de estos mecanismos da lugar al fenómeno 
conocido como "desequilibrio en el pool de nucleótidos”, lo que conduce a eventos de 
inestabilidad genómica, anomalías y degradación del ADN, con la consiguiente muerte 
celular (Fasano et al., 2016; Mathews, 2006). 
Sin embargo, a pesar del incremento en la oxidación y posterior pérdida de explantos, se 
pudieron desarrollar callos y luego brotes a partir de ellos con este ensayo. Como señalan 
Dhooghe et al. (2009a), este resultado muestra que la viabilidad debe ser vista en un 
contexto de eficiencia, donde el éxito de la poliploidización dependerá de un equilibrio entre 
la cantidad de individuos que efectivamente se logren poliploidizar y la tasa de 
supervivencia luego de la aplicación del agente. En este sentido, la presencia de dosis 
adecuadas de BAP en el medio de cultivo fue sumamente importante para favorecer el 
desarrollo de los brotes tanto en los explantos tratados con colchicina como en los controles.  
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Por el otro lado, la duplicación de cromosomas generalmente produce un efecto de retraso 
sobre la proliferación, la tasa de regeneración y la elongación de brotes, fenómenos que a 
menudo se observan tras el tratamiento con agentes antimitóticos (Dhooghe et al., 2011).  
Estos efectos fueron manifestados en el cultivo de L. integrifolia, observándose un retardo 
en el desarrollo de las multibrotaciones, lo que prolongó los tiempos de cultivo para poder 
aislar los nuevos brotes luego de la aplicación de la colchicina. Estos hechos se condicen 
con los citados por Mishra et al. (2010) en Papaver, Heping et al. (2008) en Dioscorea y 
Escandón et al. (2005a) en Bacopa, que coinciden en que el crecimiento y desarrollo es 
más lento en los brotes que resultan ser poliploides.  
Además de la observación del retardo en el desarrollo de los brotes, se detectaron 
diferencias en el aspecto de las hojas en cuanto a su forma y grosor en etapas tempranas 
del cultivo. Hojas y tallos más gruesos, mayor relación entre el ancho y la longitud de las 
hojas y un crecimiento de tipo compacto, son rasgos que han sido informados por autores 
como Zhang et al. (2010b) y Shao et al. (2003) como características de poliploidía. Sin 
embargo, aunque la apreciación de estas características morfológicas y fisiológicas en 
etapas tempranas puede ser de gran utilidad para una primera aproximación y como criterio 
primario de selección de poliploides, es necesario confirmar estas observaciones. Por 
ejemplo, en Lagerstroemia indica, las plantas fueron seleccionadas en base a los 
parámetros morfológicos recientemente descriptos, típicos de tetraploides, y luego fueron 
corroboradas por citometría de flujo. Sólo el 50% de las plantas seleccionadas como 
putativos tetraploides por el relevamiento morfológico, fueron confirmadas como auténticas 
tetraploides; el resto resultaron ser mixoploides o quimeras (Zhang et al., 2010b). Por este 
motivo desde el momento en que se hicieron notorias, las plántulas con este aspecto fueron 
consideradas como putativos poliploides, hasta su posterior confirmación.  
 
En base a los resultados obtenidos con el protocolo de aclimatación tras la etapa de 
multiplicación, y el antecedente de su aplicación para los poliploides en Glandularia 
(González Roca et al., 2015), se lo volvió a utilizar con “incayuyo” aunque el lento 
crecimiento de las plántulas provocó pérdidas también en esta etapa. En este sentido, es 
importante señalar que la lentitud en el crecimiento de estas plántulas sólo se observó 
durante el cultivo in vitro y en la fase de aclimatación, y que cuando las plantas 
sobrevivientes fueron llevadas finalmente al invernáculo crecieron y florecieron de manera 
normal, aunque mantuvieron las variantes morfológicas registradas durante el cultivo in vitro 
en los poliploides putativos. 
 
La evaluación de la ploidía por medio de la combinación de la citometría de flujo y el conteo 
cromosómico de los individuos recuperados dejó establecida una población de tetraploides 
(19), quimeras de tetraploides (5) y de todos aquellos que mantuvieron su condición de 
diploides. Esto concordó con lo sospechado a partir de la observación de caracteres 
morfológicos durante la etapa de cultivo in vitro: aquellos individuos sospechosos por su 
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aspecto temprano, y considerados putativos poliploides, resultaron ser efectivamente 
tetraploides. 
Sin embargo, estos estudios permitieron detectar a su vez, un individuo quimérico de hojas 
y raíces, que mostró hojas con contenido de ADN correspondiente a un tetraploide, pero 
raíces cuyo número cromosómico se correspondió a un diploide. 
Debido al hecho de que los órganos tienen su origen a partir de las tres capas del 
meristema, donde los tejidos radiculares se originan de la capa LIII, mientras que los tejidos 
de las hojas lo hacen a partir de las capas LI y LII, la duplicación en el contenido de ADN 
de las hojas y en el número de cromosomas de los ápices de las raíces confirmarían que 
las tres capas son genotípicamente tetraploides, y por lo tanto el individuo completo 
resultaría tetraploide (Dhooghe et al., 2009a). Diferencias en el nivel de ploidía de las 
diferentes capas, siendo la LIII diploide, pero habiéndose duplicado el número de 
cromosomas en la LI y LII, podrían dar como resultado un individuo quimérico de órganos. 
Para tener plena certeza del nivel de ploidía de un individuo es necesaria la 
complementariedad de las dos técnicas: la citometría de flujo, que permite una rápida 
determinación de la ploidía a través del análisis del contenido de ADN en los núcleos 
celulares (Dolezel et al., 2007; Eeckhaut et al., 2005), y el conteo cromosómico, que es un 
método más preciso, aunque más laborioso, ya que determina el número de cromosomas 
(Dolezel et al., 2007). Esta forma de determinar los niveles de ploidía es citada en la mayoría 
de los trabajos consultados (Gonzalez Roca et al., 2015; Madani et al., 2015; Viehmannová 
et al., 2011; Kaensaksiri et al., 2011; Mishra et al., 2010; Dhooghe et al., 2009a y b; Heping 
et al., 2008; Gu et al., 2005). Con esta finalidad, se combinaron ambas metodologías, 
obteniéndose en una primera instancia por citometría y a partir de las hojas evaluando su 
cantidad de ADN relativo, la determinación rápida de los niveles de ploidía de los individuos 
recuperados luego del tratamiento con colchicina y los respectivos controles, y 
posteriormente se procedió a la confirmación de aquellos que resultaron poliploides, por 
conteo cromosómico a partir de sus raíces. 
 
Por el otro lado, la implementación de estas metodologías permitió estudiar la citología de 
L. integrifolia. Estudios citogenéticos en Lippia citan a la mayoría de sus especies como 
diploides junto con algunas tetraploides (Viccini et al., 2006). Asimismo, existen informes 
de diferente dotación cromosómica para una misma especie, como en L. turbinata 
(Pastoriza y Andrada, 2006) o más recientemente, en L. alba (Reis et al., 2014). En el caso 
de L. turbinata, Filippa (1984) informó que esta especie es 2n=30; sin embargo, 
posteriormente Pastoriza y Andrada (2006) en su estudio en diferentes accesos de esta 
especie encontraron diploides (2n=30) en los accesos de Los Molinos (Córdoba) y El 
Naranjito (Santiago del Estero), y además individuos tetraploides (2n=4X=60) en los 
accesos Santa María y Copacabana (Catamarca). Por su parte, Bose y Choudhury (1960) 
describieron a L. alba también como 2n=30, aunque recientemente Pierre et al. (2011) 
encontraron accesos 2n=4X=60.  
Jesica Iannicelli - 2016 
 
175 
 
Estos trabajos sugieren que dentro de este género se han producido fenómenos de 
poliploidización de manera natural, aunque se desconoce cuál es el origen de la poliploidía, 
ya sea por la generación de autopoliploides como de alopoliploides (Reis et al., 2014). 
Asimismo, estos autores hallaron cinco números cromosómicos distintos para L. alba: 
2n=30, 38, 45, 60, 90, sugiriendo la posible existencia de un complejo poliploide natural en 
esta especie debida a la variación cromosómica encontrada.  
Para L. integrifolia, no se cuenta con numerosos estudios, pero Pastoriza y Andrada (2006) 
la han descripto como diploide 2n=30. Este informe no se condice con lo observado en este 
trabajo, donde el recuento fue de 36 cromosomas (2n=36), y en los autotetraploides 
sintéticos de 72 (2n=4X=72). Esta discrepancia en el número cromosómico de L. integrifolia, 
puede deberse al hecho de que se trate, en realidad, de diferentes especies, lo que 
implicaría diferente número haploide (X), o que se esté ante la presencia de un caso similar 
al descripto por Reis et al. (2014) en L. alba. 
Con la confirmación de la ploidía de los individuos creciendo en invernáculo, quedo 
concluido con éxito el protocolo de poliploidización in vitro empleado, ya que se recuperaron 
individuos con diferentes niveles de ploidía que se aclimataron y finalmente pudieron ser 
llevados a invernáculo. 
Una vez que los autotetraploides quedaron establecidos y alcanzaron la floración, se 
procedió a realizar su caracterización y comparación con el resto de los individuos diploides, 
y con el genotipo original diploide (planta madre). Como bien se ha estudiado e informado, 
los poliploides comúnmente se diferencian de los diploides de los que derivan por una 
combinación de características morfológicas y anatómicas, como el aumento de los 
tamaños de células, órganos y estructuras, y a veces mayor vigor y biomasa, surgiendo 
nuevos fenotipos, y hasta variaciones moleculares, poco después de la formación de los 
poliploides (Dhooghe et al., 2011; Ramsey y Schemske, 2002).  
Las diferencias en los fenotipos de los poliploides dadas por los incrementos en las 
dimensiones, tamaños y áreas de los diferentes órganos y estructuras están directamente 
relacionadas a dos cuestiones inherentes al proceso de poliploidización: el incremento en 
el contenido de ADN y el consiguiente incremento en el dosage génico, cuyas 
contribuciones sean quizás los efectos más consistentes para la poliploidía, llevando a que 
estas características sean consideradas típicas de poliploides (Ramsey y Schemske, 2002). 
Las células con una mayor dotación de cromosomas, y por ende mayor contenido de ADN, 
se hacen más grandes a fin de mantener una relación constante de citoplasma y volumen 
nuclear; por otro lado, estas células pueden expresar una mayor cantidad de proteínas a 
partir del incremento en el dosage génico y la presencia de más genes. En consecuencia, 
estos incrementos se podrían traducir en aumentos en el tamaño de órgano/s o incluso de 
la planta entera (Rauf et al., 2006). 
En este trabajo, se encontraron diferencias en el tamaño de todas las características 
evaluadas: hojas, inflorescencias, estomas y granos de polen, entre los nuevos 
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autotetraploides de L. integrifolia y los diploides, incluida en este último grupo la planta 
madre. Los diploides, como era de esperarse, no se diferenciaron de la planta madre. 
Estos resultados concordaron con lo citado en la bibliografía en cuanto a que la duplicación 
de cromosomas resultó en un aumento en el grosor, el ancho y/o el largo de las hojas, una 
coloración verde más oscura y flores o inflorescencias de mayor tamaño en diferentes 
grupos de plantas como ornamentales, en Lagerstroemia indica (Ye et al., 2010), Helleborus 
sp. (Dhooghe et al., 2009a), Ranunculus asiaticus (Dhooghe et al., 2009b), Rosa rugosa 
(Allum et al., 2007) y muchas otras de cultivo, como Brassica campestris (Kumar y Dwivedi, 
2014); y dentro de las PAM, grupo que atañe a L. integrifolia, en Hyoscyamus reticulatus 
(Madani, et al., 2015), Cichorium intybus (Ghotbi Ravandi et al., 2013), Artemisia annua (Lin 
et al., 2011) y Catharanthus roseus (Xing et al., 2011). 
Con respecto a los estomas, su evaluación es una características que generalmente se 
utiliza para la identificación de poliploides en las PAM. En este aspecto también se 
encontraron similitudes con otros informes en cuanto a la detección de estomas de mayor 
tamaño (Xing et al., 2011; Lin et al., 2011; Kaensaksiri et al., 2011; Mishra et al., 2010). 
En cuanto al tamaño del polen, son pocos los informes en donde se utiliza como forma para 
verificar la poliploidización (Chauvin et al., 2005), y para el caso de las aromáticas, no se 
encontraron antecedentes de la evaluación de esta característica. 
Todas estas diferencias concordaron con lo informado en trabajos previos de este grupo 
(González Roca et al., 2015; Escandón et al., 2007a; 2006 y 2005a), en donde se describen 
aumentos en todos estos rasgos en plantas tetraploides inducidas de Glandularia, 
Mecardonia, Bacopa y Scoparia respectivamente.  
También se evaluó al grupo de los controles (no tratados con colchicina) que resultaron 
todos diploides. Cuando se compararon las características de este grupo, con los diploides 
provenientes del tratamiento con colchicina, no se hallaron diferencias entre ellos a pesar 
de su diferente origen. Por lo tanto, el uso de la colchicina sólo generaría cambios por el 
efecto de la duplicación cromosómica en sí, observados en los tetraploides, y no por otros 
efectos aducidos a ella, como la toxicidad (Dhooghe et al., 2011).  
 
En condiciones de invernáculo, los tetraploides alcanzaron un desarrollo similar al de los 
diploides, con las correspondientes diferencias recién mencionadas. Esta situación también 
concordó con lo observado en los poliploides anteriormente desarrollados por el grupo de 
trabajo en Glandularia, Mecardonia, Bacopa y Scoparia (González Roca et al., 2015; 
Escandón et al., 2007a; 2006 y 2005a respectivamente). Debido a esto, se espera que en 
condiciones naturales el crecimiento también sea propicio, como informan Thong-on et al. 
(2014), quienes trabajando con autopoliploides sintéticos de centella citan no sólo el buen 
desarrollo y crecimiento de estos poliploides cuando fueron evaluados en condiciones de 
campo, sino que mostraron mejores características relacionadas al cultivo. 
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Es importante resaltar aquí que si bien la técnica de poliploidización se utiliza desde hace 
tiempo en las PAM, este es el primer informe de obtención de poliploides sintéticos en el 
género Lippia, y por lo tanto los resultados aquí presentados son novedosos y originales, 
especialmente para L. integrifolia. 
 
Con relación al metabolismo secundario, los compuestos encontrados tanto de la planta 
madre como de las plantas ex vitro, concordaron con los informados en los diferentes 
trabajos en L. integrifolia (Marcial et al., 2016, 2014; Barbieri et al., 2015; Coronel et al., 
2006). 
El análisis de los aceites esenciales por GC-MS de las plantas ex vitro indicó diferencias en 
la composición relativa de los aceites entre ambas poblaciones (diploides y tetraploides) y 
con relación a la planta madre, mostrando incrementos en la fracción monoterpénica en 
todas las plantas ex vitro. En el estudio de la fracción no volátil no se observaron diferencias 
en los perfiles obtenidos por TLC y por HPLC. Por su parte, sólo la población de individuos 
tetraploides, mostró un incremento en la capacidad de producción de aceites respecto de 
los diploides ex vitro y la planta madre. 
De acuerdo a la bibliografía consultada existirían dos razones relacionadas al cultivo per se 
y no excluyentes, que explicarían los cambios observados en todos los individuos ex vitro, 
independientemente de su condición de di o tetraploide: el estrés y la juvenilidad, ambas  
En lo que se refiere al estrés y lo que implica para el metabolismo, es necesario 
contextualizarse en el modum vivendi de las plantas, que viven en ambientes que están 
continuamente cambiando, bajo lo que se conoce como condiciones de estrés ambiental, 
entendiendo al estrés como una condición causada por un factor o factores que alteran la 
situación de equilibrio. Frente a estas situaciones, un animal puede migrar y escapar a estos 
cambios, pero las plantas, por su condición sésil, no pueden desplazarse, por lo que deben 
adaptarse y/o acomodarse a las fluctuaciones o alteraciones del ambiente y a los peligros, 
lo cual logran a través de cambios en su metabolismo. Es así entonces que la flexibilidad 
del genoma, y en consecuencia de su metabolismo, es lo que les permite lidiar con los 
cambios continuos del ambiente en el que se encuentran (Gaspar et al., 2002). 
El establecimiento en condiciones in vitro de un explanto representa una situación de estrés 
ambiental. Desde el comienzo del cultivo, siguiendo con los subcultivos, hasta el final del 
ciclo, estos son sometidos sucesiva y/o simultáneamente a condiciones ambientales 
inusuales en comparación con su ambiente natural. Entre ellas se encuentran 
perturbaciones mecánicas, lesiones, heridas, alta presión osmótica (por el alto contenido 
de sacarosa del medio, principalmente) y una alta humedad relativa dentro del recipiente, 
una nutrición mineral anormal (por altas concentraciones de amonio) y tratamientos 
hormonales inusuales (empleo de altas concentraciones de reguladores del crecimiento) 
(Gaspar et al., 2002; Ramachandra Rao y Ravishankar, 2002; Cassells y Curry, 2001). El 
camino inverso, esto es, el pasaje de condiciones in vitro a ex vitro representa otra 
importante situación de estrés, debido a la exposición a un ambiente totalmente diferente a 
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las condiciones in vitro, con diferentes niveles de humedad relativa, intensidad lumínica, 
disponibilidad de dióxido de carbono y nutrientes, exposición a microorganismos, etc,  
cuestiones que generaron en la planta anormalidades fisiológicas, las cuales deben ser 
corregidas durante la etapa de aclimatación, para finalmente poder sobrevivir en 
condiciones de invernáculo o en un ambiente natural (Pospísilová et al., 1999). 
Dado que el metabolismo secundario es la forma que tienen las plantas para interactuar 
con su entorno (Garcia y Carril, 2009), ante las condiciones impuestas tanto en los 
ambientes in vitro como ex vitro, la producción de metabolitos se ve afectada (Prasad et al., 
2012; Zielinska et al., 2011; Affonso Ribeiro et al., 2009; Liu y Cheng, 2008; Debnath et al., 
2006; Liu et al., 2003; Caruso et al., 2000).  
Los aceites esenciales son parte del metabolismo de una planta. Este concepto es el más 
importante a tener en cuenta cuando se va a trabajar con esencias, ya que es debido a esto 
que la composición química de una esencia está permanentemente variando, 
modificándose las proporciones de sus constituyentes o transformándose unos 
constituyentes en otros (Bandoni, 2003). 
Los monoterpenos, en especial los oxigenados, han sido citados con una importante 
actividad antioxidante (Barbieri et al., 2015; Martins et al., 2014; Edziri et al., 2010), con lo 
cual ante una situación de estrés es esperable que se produzcan incrementos en sus 
proporciones tal y como se observó en las composiciones químicas de todos los individuos 
ex vitro. 
Con relación a la juvenilidad de los cultivos, varios autores han hecho referencia al efecto 
de rejuvenecimiento que genera el cultivo in vitro en los tejidos, cuando son sometidos a 
estas condiciones (Zielinska et al., 2011; Avato et al., 2005; Arikat et al., 2004; Sudria et al., 
1999). Bajo condiciones in vitro, la ontogenia de la planta se ve afectada al producirse tanto 
la desdiferenciación como la diferenciación celular y finalmente el desarrollo (organogénesis 
y morfogénesis) de los explantos, donde todos estos procesos tendrán lugar durante ciclos 
sucesivos de subcultivos (Gaspar et al., 2002; Cassells y Curry, 2001). En consecuencia, 
se considera que las plántulas producidas retornan a un estado juvenil, y en estas nuevas 
y jóvenes plántulas, los compuestos químicos secretados por los tricomas se acumulan y 
concentran (Arikat et al., 2004). 
La ocurrencia de cambios cuantitativos en la composición de los aceites tras el paso por 
cultivo in vitro fue informado en diversas PAM como Thymus caespititius y T. vulgaris 
(Mendes et al., 2013; Affonso Ribeiro et al., 2009, respectivamente), Varronia curassavica 
(Vieira Santos et al., 2013), Agastache rugosa (Zielinska et al., 2011), Salvia officinalis 
(Avato et al., 2005), S. fruticosa (Arikat et al., 2004) y Lavandula dentata (Sudria et al., 
1999). 
Sin embargo, este efecto también está estrechamente ligado al estrés, ya que los procesos 
de desdiferenciación/diferenciación constituyen una situación sumamente estresante para 
los tejidos, llegando incluso a producirse la posibilidad de generar modificaciones a nivel 
genético (Gaspar et al., 2002; Cassells y Curry, 2001). 
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Por estas razones, el análisis de los diploides, tanto de aquellos derivados del tratamiento 
con colchicina como aquellos de los controles (individuos derivados del cultivo sin 
colchicina, tanto con o sin reguladores del crecimiento), indican que las diferencias 
encontradas en el contenido total de monoterpenos y sesquiterpenos en todas las plantas 
ex vitro de “incayuyo”, podrían haber sido provocadas por el cultivo de tejidos en sí mismo.  
 
El efecto neto de la poliploidización pudo verse reflejado en los incrementos en los 
rendimientos de aceites esenciales obtenidos en los tetraploides, hecho que, según Lavania 
(2005), se debe a que en los autopoliploides el material genético básico sigue siendo el 
mismo pero la dosis génica se multiplica, y esto hace que la duplicación de cromosomas a 
menudo se acompañe con cambios visibles en el metabolismo secundario debido a 
incrementos en la expresión génica. Diferencias cuantitativas en diversos metabolitos 
secundarios tras la inducción de poliploidía han sido informadas anteriormente en 
autotetraploides sintéticos de varias especies aromático-medicinales como Hyoscyamus 
reticulatus (Madani et al., 2015), Pfaffia glomerata (Gomes et al., 2014), Artemisia annua 
(Lin et al., 2011), Catharanthus roseus (Xing et al., 2011), Centella asiatica (Kaensaksiri et 
al., 2011), Dioscorea zingiberensis (Zhang et al., 2010a; Heping et al., 2008), Papaver 
somniferum (Mishra et al., 2010), Salvia miltiorrhiza (Gao et al., 1996); Lavandula 
angustifolia (Rabotyagov y Akimov, 1990); Carum carvi (Dijkstra y Speckmann, 1980; 
Zderkiewicz, 1971); Vetiveria zizanioides (Lavania, 1988) y Ocimum kilmandscharicum 
(Bose y Chaudhary, 1962), entre otras, en las que la acumulación de metabolitos 
secundarios se incrementó en comparación a su contraparte diploide.  
Coincidiendo con los informes en donde se obtuvieron incrementos en la capacidad de 
producción de aceites esenciales (Rabotyagov y Akimov, 1990; Lavania, 1988; Dijkstra y 
Speckmann, 1980; Zderkiewicz, 1971 y Bose y Chaudhary, 1962), en el presente trabajo 
los autotetraploides mostraron un aumento promedio del 35% en el rendimiento de aceites 
esenciales con respecto al de los diploides y la planta madre (diploide). Sin embargo, las 
proporciones de los incrementos fueron muy variables y el aumento en el rendimiento no 
fue parejo para todos los tetraploides generados, llegando algunos de ellos a producir casi 
un 60% más.  
Resultados como éste, donde se registró una amplia gama de rendimientos en los 
poliploides generados, fueron informados en Vetiveria zizanioides por Lavania (1988). Sin 
embargo, es importante señalar que todos los tetraploides generados de “incayuyo” 
rindieron una mayor cantidad de aceites que los diploides.  
Por el otro lado, el incremento en los rendimientos de aceites generalmente viene 
acompañado de aumentos en el tamaño de las estructuras que los producen y almacenan 
(Lavania, 2005), efecto observado en este ensayo en todos los autotetraploides generados 
en comparación a los diploides y la planta madre. Esta observación podría estar relacionada 
con los aumentos en los rendimientos de los aceites esenciales en estos individuos, 
mientras que los tamaños de estas estructuras en los diploides y la planta madre fueron 
similares, lo que también se condice con los rendimientos obtenidos. 
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A pesar de que algunos autores señalan a las condiciones de cultivo in vitro como las 
causantes del incremento en los rendimientos de aceites, citando incluso al uso de BAP 
como responsable de este efecto no sólo entre individuos derivados de cultivo in vitro con 
BAP con respecto a la planta madre sino también entre individuos desarrollados in vitro 
según la aplicación o no de BAP (Arikat et al., 2004; Arafeh, 1999; Sudria et al., 1999), los 
resultados obtenidos con L. integrifolia en este trabajo no concuerdan con estos trabajos, 
ya que el rendimiento de los diploides regenerados no difirió del obtenido en el genotipo 
diploide original (planta madre) y tampoco se observaron diferencias entre los derivados 
luego de la aplicación de colchicina y los de los controles, con y sin regulador de 
crecimiento, lo que podría estar indicando que el efecto hormonal es especie dependiente.  
Solamente los rendimientos de los tetraploides mostraron incrementos, lo que habla de un 
efecto neto de la poliploidización, y si bien es necesario profundizar estudios (genéticos, e 
incluso de metabolómica), como una primera aproximación, este incremento en el 
rendimiento se podría relacionar al hecho de haber obtenido principalmente tricomas de 
mayor tamaño. 
 
Por el otro lado, dentro del conjunto de las diferencias encontradas en la composición 
cuantitativa de los aceites, los tetraploides mostraron los mayores niveles de monoterpenos. 
Según lo anteriormente citado por Fasano et al., (2016) la poliploidización desencadena un 
estrés genómico, generado por un desbalance en el pool de nucleótidos, que provoca el 
incremento en la producción de compuestos de actividad antioxidante. Posiblemente el 
incremento observado de determinados monoterpenos también esté relacionado a la 
actividad antioxidante que se les ha atribuido (Barbieri et al., 2015). 
Esto sugeriría que el metabolismo de los monoterpenos, podría verse más afectado y 
favorecido por la poliploidización, quizás como una respuesta adaptativa, que el de los 
sesquiterpenos, con lo cual, la actividad enzimática de diferentes monoterpeno-sintasas 
podría incrementarse luego de poliploidización. 
Es un hecho conocido y estudiado que la poliploidización tiene el potencial para modular la 
expresión génica, generando cambios en la expresión de los genes y la actividad enzimática 
por unidad de proteína, por lo que en la mayoría de los casos la poliploidía provoca un 
aumento en la concentración de los metabolitos secundarios, aunque en algunos casos 
puede observarse una reducción de los mismos (Lavania, 2005; Osborn et al., 2003). De 
esta forma, los cambios en el perfil metabólico de los autopoliploides han sido interpretados 
como el resultado de alteraciones en el/los mecanismo/s de regulación de la biosíntesis de 
compuestos individuales (Lavania, 2005).  
Estas apreciaciones se corresponderían a lo observado en este trabajo, donde 
determinados compuestos monoterpénicos incrementaron significativamente sus 
cantidades, otros se mantuvieron en sus parámetros, mientras que, por su parte, algunos 
compuestos sesquiterpénicos disminuyeron sus niveles, siempre en comparación a la 
planta madre.  
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En la bibliografía revisada se encontraron numerosos informes que postulan a la 
poliploidización como responsable de modificar la actividad de enzimas por unidad de 
proteína, tanto de manera positiva como negativa, dependiendo de la especie, los genotipos 
y los metabolitos involucrados. Desde hace más de tres décadas, este hecho se viene 
informando en trabajos como el de Tal (1980) quien encontró un 15% menos de ARN en 
autotetraploides de tomate en comparación con el nivel en diploides, mientras que Guo et 
al. (1996) observaron una correlación de la concentración de rRNA con el número de copias 
del genoma del maíz. Actualmente, tras la manipulación de los niveles de ploidía y mediante 
el análisis de expresión génica por técnicas de RT-PCR (semiquantitative reverse 
transcription-polymerase chain reaction), se observó una significativa regulación positiva de 
varias enzimas clave de la ruta biosintética de la artemisinina en plantas autotetraploides 
de Artemisia annua (Lin et al., 2011). También por este medio, el análisis de la expresión 
de varios genes conocidos e implicados en la biosíntesis de los alcaloides indólicos de 
Catharanthus roseus y de la biosíntesis de morfina en Papaver somniferum mostraron 
aumentos de su expresión en tetraploides en comparación con los diploides (Xing et al., 
2011; Mishra et al., 2010 respectivamente). 
Si bien a partir de estos trabajos se ha demostrado que la duplicación cromosómica 
aumenta la actividad enzimática por unidad de proteína, no necesariamente este 
incremento ha sido por un factor de dos, como sería de esperarse al haberse duplicado la 
dosis génica, así como algunas enzimas no se han visto modificadas en su actividad. (Levin, 
2002; 1983). Uno de los trabajos que mejor ilustra este fenómeno es el de Albuzio et al. 
(1978) en Lycopersicon esculentum, en donde enzimas relacionadas con el metabolismo 
del carbono, incrementaron su actividad en un 100%, otras alrededor de un 25%, y otras no 
se vieron afectadas o incluso disminuyeron su actividad en un 10%. Por su parte, en los 
trabajos más recientes, donde se ha estudiado la expresión de diferentes genes, como en 
Catharanthus roseus, se ha encontrado también que si bien la mayoría de los genes 
estudiados incrementaron su nivel de expresión, algunos no mostraron incrementos en su 
actividad, por lo que o bien no difirieron de los genotipos diploides originales o mostraron 
menor expresión (Xing et al., 2011). 
En base a los resultados obtenidos en los rendimientos y en la composición química de los 
aceites esenciales de los autotetraploides de “incayuyo”, podría tratarse de una situación 
similar a la recién descripta, donde algunas enzimas podrían estar incrementando su 
actividad, mientras que otras podrían mantenerse en sus niveles. 
Para varios autores, estos cambios no lineales con el incremento de la dosis génica 
observados tras la inducción de poliploidía llevan a la idea de que si bien la duplicación 
cromosómica no introduce nuevo material genético y genera sólo copias adicionales de 
genes y cromosomas existentes, se producirían alteraciones en el genoma (Ranney, 2006), 
las cuales podrían ser la razón de que el aumento en el dosage génico no sea lineal a los 
cambios que finalmente se observan en la expresión de los genes y la actividad enzimática. 
Para su explicación se han postulado diversas ideas y mecanismos sobre cómo la 
poliploidía podría conducir a estas nuevas formas de expresión génica. 
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Algunos de estos enfoques implican: efectos por dosage alélico, alteraciones en redes de 
regulaciones, rápidos cambios epigenéticos, rearreglos en cromosomas y pérdida de genes 
duplicados (Yang et al., 2011; Parisod et al., 2010; Adams y Wendel, 2005; Osborn et al., 
2003). 
Para un locus dado, los diploides poseen un máximo de dos alelos. El aumento de la dosis 
de genes permite albergar más alelos por locus, y por lo tanto permite que ocurra una mayor 
sobredominancia que un diploide (Ramsey y Schemske, 2002). Con más copias de genes, 
la poliploidía puede aumentar o alterar la expresión génica, lo que afectaría potencialmente 
muchos rasgos fenotípicos (Ramsey y Schemske, 2002). 
Como recién se mencionó, Guo et al. (1996) compararon la expresión génica en individuos 
con diferentes niveles de ploidía y encontraron que muchos de los loci estudiados se 
expresaron en proporción a la dosis. De esta forma, establecieron que la poliploidía tiene el 
efecto general de incrementar los niveles de expresión génica en proporción a la dosis. 
La expresión de la mayoría de los genes depende de redes de reguladores, tales como 
factores de transcripción. El número de reguladores en las redes de los diploides es alto, 
pero en poliploides puede incrementarse varias veces más. Los autopoliploides podrían 
alterar el funcionamiento de estas redes mediante el posible aumento en el número de 
reguladores, lo que a su vez tiene relación con el aumento en el número de alelos (Osborn 
et al., 2003).  
Estudios recientes también han aportado pruebas de cambios epigenéticos en poliploides. 
Los cambios epigenéticos no implican alteraciones en las secuencias de ADN, sino que 
afectan a la expresión de genes a través de procesos como la metilación del ADN, la 
modificación de las histonas y el empaquetamiento de la cromatina. Estos cambios podrían 
conducir a la represión de la expresión génica (silenciamiento génico) o a la expresión de 
secuencias reprimidas en los diploides (des represión). Estos cambios podrían afectar a los 
fenotipos directamente si involucran genes que codifican enzimas o proteínas estructurales. 
Sin embargo, los cambios en los niveles de expresión de genes reguladores también 
podrían afectar a los fenotipos a través de una mayor variación en la expresión de genes 
dosis regulados o por las alteraciones de redes de regulaciones, como se describió 
anteriormente (Osborn et al., 2003). 
Los rearreglos en el genoma también podrían implicar la reubicación de segmentos 
cromosómicos, lo que puede acarrear una reubicación asimétrica y la pérdida de loci 
(Parisod et al., 2010). 
En los últimos años, nuevos estudios en transcriptómica y metabolómica, han aportado 
valiosa información de los efectos sobre el genoma luego de la poliploidización, con lo cual 
se ha demostrado que la autopoliploidización es capaz de remodelar el transcriptoma y el 
metaboloma (Fasano et al., 2016).  
De esto se desprende que la poliploidía no es simplemente la duplicación del genoma, sino 
que resulta en un amplio espectro de modificaciones tanto moleculares como fisiológicas 
(Adams y Wendel, 2005).  
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Los cambios en los perfiles de los compuestos químicos, principalmente de los 
monoterpenos, en todas las plantas ex vitro, tanto tetraploides como diploides, estaría 
indicando el establecimiento de una posible relación entre el cultivo in vitro y la 
poliploidización, y sus efectos conjuntos sobre el metabolismo secundario de estas plantas. 
De esta forma, tanto los efectos por la duplicación cromosómica como los generados por 
las propias condiciones de cultivo in vitro, y su posible interacción, quedaron evidenciados 
en el análisis por PCA. 
Los monoterpenos de los tetraploides fueron los compuestos más afectados, y este hecho 
permitió separar a los diferentes grupos en el PCA: tetraploides, diploides de colchicina y 
controles, y la planta madre por sí sola. Esta separación indicaría un efecto aditivo entre el 
efecto generado por las condiciones de cultivo in vitro y los efectos por la poliploidización, 
que separó a los tetraploides tanto de los diploides como de la planta madre. 
En cambio, en los diploides sólo se estaría observando el efecto generado por las 
condiciones del cultivo de tejidos, que los separó del genotipo diploide del cual provienen, 
la planta madre. Cabe destacar que entre los distintos grupos de diploides, esto es aquellos 
derivados de la aplicación de colchicina y de los controles con y sin reguladores de 
crecimiento, no se observaron grandes diferencias en sus composiciones. Esto puede 
relacionarse al hecho de que todos provienen de un mismo ambiente, las condiciones in 
vitro, las cuales proveen continuamente un microambiente definido, que proporciona 
condiciones óptimas para la proliferación de las plantas. 
En el caso de los tetraploides, además del hecho de compartir estas condiciones, se 
sumaron los efectos generados por haber duplicado su material genético y el consiguiente 
posible incremento de la expresión génica, dando lugar al efecto aditivo que se mencionó 
más arriba, y lo que finalmente derivó en mayores rendimientos y una composición diferente 
a los diploides.  
Ya sea por efecto del cultivo in vitro o por la poliploidización, o por la sumatoria de ambos, 
las proporciones de monoterpenos se incrementaron, y en el caso de los tetraploides se 
equipararon a las de los sesquiterpenos, así como ciertos compuestos monoterpénicos se 
hicieron mayoritarios en todos los individuos, como el Terpinen-4-ol y, principalmente, el 
Sabineno. Estos datos, adquieren una particular relevancia, porque este tipo de 
alteraciones puede impactar directamente en el valor de la esencia, y así de la planta en su 
totalidad (Lavania, 2005). Por ejemplo, la actividad antioxidante es una propiedad que se 
les ha atribuido a los aceites esenciales ricos en monoterpenos, principalmente oxigenados, 
de diversas especies (Barbieri et al., 2015; Iqbal et al., 2013; Bicas et al., 2011; Edziri et al., 
2010). Barbieri et al. (2015) compararon la actividad antioxidante entre dos especies de 
Lippia, una de ellas L. integrifolia y otra de gran importancia en el género, L. turbinata, la 
cual mostró mayor actividad, hecho que justificaron por el mayor contenido de 
monoterpenos encontrados en el aceite de esta especie en comparación a lo observado en 
la composición del aceite de L. integrifolia, caracterizada por mayores contenidos de 
compuestos sesquiterpénicos en relación a los monoterpénicos. La composición del aceite 
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del quimiotipo analizado por Barbieri et al. (2015) se condijo a la composición obtenida en 
el quimiotipo de L. integrifolia de la planta madre utilizada en este trabajo, con lo cual si por 
medio de la poliploidización y el cultivo in vitro, es posible incrementar el contenido de 
monoterpenos, en especial de los oxigenados, esto podría representar un potencial 
incremento del valor del aceite. 
 
Los cambios relacionados al metabolismo secundario de las plantas regeneradas por cultivo 
in vitro en este trabajo, tanto en relación a la composición química de los diploides y 
tetraploides, como a los rendimientos de los tetraploides, así como las modificaciones en el 
fenotipo de los tetraploides, eran esperados por las técnicas utilizadas y los motivos que se 
discutieron y describieron anteriormente. 
Pero dadas las variantes en el número de hojas de algunos de los individuos regenerados 
por cultivo in vitro tanto diploides como tetraploides y tanto en aquellos derivados de un 
callo organogénico como en aquellos desarrollados a partir de meristemas pre-existentes, 
sumado a las variaciones encontradas en la composición de todos los individuos ex vitro, 
se hizo necesario evaluar la estabilidad e integridad genética de todos los individuos 
recuperados por cultivo in vitro para saber si se estaba frente a la presencia de posibles 
variantes somaclonales, inducidos por las condiciones de cultivo. 
Para esto, se emplearon marcadores moleculares que permitieron revelar y detectar 
variaciones polimórficas en todos los individuos regenerados por cultivo in vitro, inducidas 
al parecer por estas condiciones, donde la planta madre mostró polimorfismos no sólo con 
respecto a las plantas regeneradas por organogénesis indirecta a partir de un callo, tanto 
diploides como tetraploides, sino también con las plantas desarrolladas a partir de 
meristemas axilares.  
La variación somaclonal es un término amplio que abarca cualquier fenómeno que causa 
la variación genética o epigenética que puede reflejarse en cambios fenotípicos en las 
plantas in vitro regeneradas (Peredo et al., 2009). La posible presencia de variación 
somaclonal en los productos derivados de cultivo de tejidos puede afectar de manera 
negativa a la utilización de esta técnica, tornándose un importante problema. Pero por el 
contrario, el cultivo de tejidos también puede ser una fuente de nuevos y deseables 
variantes con mejores características agronómicas (Bairu et al., 2011). 
Es importante comenzar señalando que la variación somaclonal se puede generar en todos 
los métodos comúnmente empleados para el cultivo in vitro de plantas, desde el cultivo de 
células-protoplastos, callos hasta embriogénesis somática y cultivo de cultivo de yemas 
(George, 1993).  
El patrón de desarrollo que sigue un explanto durante su morfogénesis in vitro es un 
elemento clave que se relaciona con la variación somaclonal (Sánchez-Chiang y Jiménez, 
2009). Se sabe que el establecimiento de cultivos de callos y la obtención de plantas 
regeneradas a partir de ellos vía organogénesis posee un gran potencial para la producción 
de variantes somaclonales (Naik y Chand, 2011). Esto es debido a que cuando comienza 
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la división celular a partir de tejidos altamente diferenciados para pasar por una etapa de 
desdiferenciación, que dará origen a un callo y una fase de crecimiento desorganizado, se 
relajan los controles de calidad de la síntesis de ADN y se incrementa el riesgo de 
inestabilidad genética (Cardone et al., 2010). De esta forma se puede generar mayor 
variación somaclonal que cuando se produce una regeneración por desarrollo directo a 
partir de yemas apicales, axilares y embriones (Rai et al., 2012; Bhatia et al., 2009; Sahijram 
et al., 2003). La aparición de polimorfirmos en plantas regeneradas por organogénesis 
indirecta está bien documentada, y se pueden citar como ejemplos los trabajos de Nimisha 
et al. (2012); Ngezahayo et al. (2007); Guo et al. (2006a); Leroy et al. (2001), entre otros.  
Por el otro lado, debe destacarse el rol que cumplen los reguladores de crecimiento, en 
especial al tipo – sobre todo, las citocininas – y la concentración utilizada, ya que mediante 
su aplicación se generan los callos y se dispara la morfogénesis a través de perturbaciones 
del ciclo celular. Estas perturbaciones pueden inducir variabilidad dando lugar a la 
generación de polimorfismos y a la formación de somaclones. 
Como una de las citocininas más utilizadas, el BAP ha sido citado como el responsable del 
surgimiento de variantes somaclonales, con la correspondiente detección de polimorfismos 
en cultivo de callos de Jatropha curcas (Nimisha et al., 2012) y en brotes de Musa spp 
(Shirani Birabadi et al., 2010), los cuales mostraron alteraciones fenotípicas. 
Sin embargo, el método de propagación in vitro y los reguladores de crecimiento utilizados 
no son los únicos factores que determinan la frecuencia de variaciones. Hay otros factores 
que pueden influir en la aparición de variantes genéticas en los cultivos, como son: el 
número y duración de los subcultivos, ya que al aumentar el número de subcultivos y su 
duración aumenta la frecuencia de las variaciones somaclonales, especialmente en cultivos 
de suspensiones celulares y en cultivos de callos; el genotipo, y fundamentalmente, el 
efecto del estrés causado propiamente por las condiciones de cultivo in vitro (Bairu et al., 
2011; Cassells y Curry 2001).  
La técnica de micropropagación, basada en el desarrollo de yemas axilares, es el sistema 
más utilizado y también se considera el más adecuado para garantizar la estabilidad 
genética. Los trabajos de Bhatia et al. (2009) y Joshi y Dhawan (2007), como ejemplos, 
citan la regeneración de plántulas con integridad genética. Sin embargo, como recién se 
explicó, existen otros factores relacionados con el cultivo in vitro y el estrés que producen 
estas condiciones. En este sentido, hay que tener en cuenta que la micropropagación 
implica la generación de estrés oxidativo, como señalan Cassells y Curry (2001), que no 
puede ser eliminado y que genera daños a las células. 
Estos autores señalan que este estrés viene dado por factores inherentes al cultivo, como 
son la definición de medio, un alto contenido de sales o una deficiencia de minerales, estrés 
hídrico, la temperatura, la disponibilidad de oxígeno o la acumulación de metabolitos. 
Además están las cuestiones relacionadas con la técnica en sí, como el daño oxidativo 
debido a las heridas infligidas por los cortes durante el establecimiento de los explantos y 
a lo largo de los subcultivos, que no pueden evitarse tampoco, y los daños sobre los tejidos 
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heridos causados por los agentes desinfectantes empleados en la esterilización de los 
explantos durante la iniciación de los cultivos.  
A pesar de que siempre se consideró que el cultivo de yemas pre existentes garantizaba la 
estabilidad genética, hace unos años comenzaron a aparecer trabajos en los que se informa 
la aparición de variabilidad en las plantas obtenidas sin que medie un proceso previo de 
desdiferenciación celular ni formación de callo (Bednarek et al., 2007; Guo et al., 2006b; 
Rahman y Rajora, 2001; Rani et al., 1995, entre otros). Por consiguiente, estos hechos 
indican que incluso las plantas derivadas de meristemas axilares y tejidos organizados no 
siempre mantienen la fidelidad genética con respecto a los individuos de los que derivaron. 
Las denominadas ramas tipo “chupones” podrían considerarse como otro ejemplo de esta 
situación. 
Por el otro lado, como se mencionó anteriormente, Nimisha et al. (2012) y Shirani Bidabadi 
et al. (2010) informaron la aparición de variación en cultivos de Jatropha curcas y Musa spp. 
respectivamente, debida a la aplicación de BAP; pero ambos trabajos no analizaron 
individuos regenerados sin la adición del regulador. Este control se torna sumamente 
importante para determinar el origen o las causas de la aparición de estas variaciones, 
como sucedió con L. integrifolia en este trabajo, ya que sin él se podría haber interpretado 
erróneamente la causa de los polimorfismos, aduciéndola al pasaje por etapa de callo. 
 
Cardone et al. (2010) señala que las plantas poseen una amplia capacidad de acomodarse 
a las situaciones cambiantes de su entorno, pero en algún momento esa capacidad de 
amortiguación se vuelve deficiente y los organismos caen en un estado de crecimiento 
subóptimo que podría inducir a mecanismos generadores de cambios genéticos. Las bases 
metabólicas de la interacción entre el estrés y estos cambios son desconocidas. Sin 
embargo, en la literatura se menciona la posibilidad de ocurrencia de alteraciones a nivel 
del ADN a consecuencia de diferentes estreses ambientales, dependiendo de la intensidad 
del estrés y del estado de diferenciación de las células en el momento de experimentarlo. 
Estos cambios ocurren probablemente debido a un mecanismo de respuesta al estrés que 
comprende la pérdida del control del ciclo celular. En el caso de un callo, por ejemplo, la 
desdiferenciación que se produce durante la inducción del mismo provoca en las células 
una serie de procesos metabólicos que resultan en reordenamientos genómicos que 
podrían dar lugar a fenotipos alterados. 
Entre las alteraciones genéticas registradas durante el cultivo in vitro pueden citarse 
mutaciones génicas, cambios cromosómicos que involucren la estructura o el número de 
los cromosomas y activación de elementos genéticos transponibles. 
Para explicar y relacionar la serie de eventos que tienen lugar durante el cultivo in vitro, 
como por ejemplo las perturbaciones del ciclo celular, las aberraciones estructurales y 
numéricas, los cambios en la metilación y las mutaciones génicas, Kaeppler y Phillips (1993) 
han propuesto una base molecular común para todos estos eventos mutagénicos. Tal 
mecanismo podría afectar la expresión génica y la estructura de la cromatina. Un posible 
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mecanismo involucra alteración en los patrones de metilación. Esta hipótesis establece que 
el estrés inducido por el proceso de cultivo in vitro, al involucrar efectos hormonales y 
desbalance en el conjunto de nucleótidos, provoca alteraciones en los patrones de 
metilación del ADN. Estas alteraciones podrían afectar la expresión de genes específicos, 
incluyendo elementos transponibles y/o podrían afectar la estructura de la cromatina de una 
manera más global, involucrando, por lo tanto, a un gran número de genes. Los cambios 
en la metilación del ADN podrían estar relacionados con la replicación tardía de la 
heterocromatina, que, en definitiva resulta en eventos de ruptura cromosómica. El 
mecanismo por el cual se producen los cambios en metilación no ha sido totalmente 
dilucidado.  
Kaeppler y Phillips (1993) indican que plantas bajo estrés severo de nutrientes o de agua 
no experimentan el mismo tipo de cambios encontrados en los regenerantes de cultivo in 
vitro. El cultivo de tejidos podría representar, por lo tanto, un tipo muy particular de estrés, 
el cual podría inducir una respuesta o un perfil de mutación en particular (Cardone et al., 
2010). 
 
En vistas de que sea cuál sea la vía de regeneración elegida – o no – para propagar plantas 
en condiciones in vitro, siempre existe el riesgo de generar variación genética y es relevante 
que esta variabilidad sea detectada. 
En este sentido, no todos los individuos recuperados por cultivo in vitro mostraron la variante 
en el número de hojas, sin embargo, el análisis molecular reveló la existencia de 
polimorfismos en todos los individuos evaluados, demostrando que muchas veces los 
cambios subyacen al nivel de fenotipo, y entonces se necesita de un estudio más profundo, 
como ser a nivel molecular. 
La evaluación fenotípica resulta muchas veces ser la primera aproximación a la 
inestabilidad genética. Para el caso de este trabajo, cambios en el fenotipo, donde se 
observaron diferentes números de hojas por nudo, permitieron denotar variantes a simple 
vista. Sin embargo, los rasgos morfológicos a menudo están fuertemente influenciados por 
factores ambientales y pueden no reflejar la verdadera composición genética de una planta 
(Mandal et al., 2001). Del mismo modo, Jarret y Gawel (1995) señalan la irregularidad en 
las respuestas de los genomas a la manipulación in vitro que puede resultar en sobre o 
desestimaciones del grado de diferenciación de los somaclones.  
Asimismo, es sabido que la variación morfológica visible se produce a una frecuencia 
mucho más baja que a nivel del ADN (Evans et al., 1984), por lo que es necesario examinar 
la variación potencial a nivel molecular y así determinar el alcance de la desviación con 
respecto al genotipo original (Cloutier y Landry, 1994). 
Por el otro lado, como se ha discutido anteriormente, la composición química también puede 
variar por efectos del cultivo in vitro. Son numerosos los trabajos en donde se informa la 
generación de cambios en las composiciones de aceites esenciales en plantas regeneradas 
por cultivo in vitro, los cuales se justifican con los argumentos ya discutidos previamente; 
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pero son pocos los trabajos, como el de Paul et al. (2010) que incluyen estudios moleculares 
y la evaluación de la integridad genética de las plantas micropropagadas. 
A diferencia de lo que sucedió con los cambios en el número de hojas, todos los individuos 
de in vitro mostraron cambios en la composición, y luego el análisis genético reveló 
variabilidad entre el genotipo original y todas las plantas regeneradas por cultivo in vitro, 
independientemente a su nivel de ploidía. De esta forma, tanto el PCA y el dendrograma 
del análisis de la composición de los aceites como el dendrograma a partir de los 
polimorfismos encontrados, agruparon de la misma manera a todos los individuos. Esta 
coincidencia sugeriría una posible relación entre los cambios en el perfil químico cuantitativo 
y en el genético. 
 
Para este trabajo se utilizó a los ISSRs como marcadores moleculares para el análisis de 
la integridad genética. Estos marcadores han demostrado ser una herramienta poderosa 
para el análisis de la inestabilidad genética. Además, la técnica se caracteriza por una gran 
simplicidad y economía de manejo y por poseer la sensibilidad necesaria para distinguir 
entre individuos genéticamente muy próximos (Pérez de la Torre et al., 2003).  
En cuanto a su aplicación para el estudio y evaluación de la fidelidad genética de plantas 
regeneradas por cultivo in vitro a través de diferentes vías, existen numerosos trabajos que 
dan cuenta de su uso dentro de la literatura. Mediante el empleo de estos marcadores, 
diferentes autores como Ngezahayo et al. (2007) y Leroy et al. (2001), trabajando en cultivo 
de tejidos de coliflor y arroz respectivamente, han detectado la existencia de polimorfismos. 
Mientras que Ramakrishnan et al. (2014) trabajando con maíz, Kharade et al. (2014) 
trabajando con patchuli y Bhatia et al. (2009) con gerbera, han establecido la integridad 
genética de los clones regenerados.  
Por el otro lado, dentro del género Lippia, los ISSR fueron empleados con éxito para evaluar 
relaciones genéticas y variabilidad entre diferentes accesiones de L. alba, L. origanoides, 
L. citriodora y L. dulcis para la búsqueda de polimorfismos entre ellos (Manica-Cattani et 
al., 2009; Suárez González et al., 2007). Pero informes sobre el uso de estos marcadores 
en el estudio de la integridad genética de vitroplantas no se han encontrado, ya que en 
ninguno de los trabajos en Lippia anteriormente citados se llevó a cabo un estudio de este 
tipo. 
En este sentido, este es el primer informe del uso de ISSRs en Lippia, y por lo tanto también 
en L. integrifolia, para el estudio de la variabilidad genética en materiales propagados por 
cultivo in vitro. 
 
Como se mencionó anteriormente, algunos cambios genéticos en las plantas regeneradas 
pueden dar lugar a atractivas variantes con potencial utilidad para el mejoramiento de 
germoplasmas mientras que otros pueden ser indeseables. Generalmente se hace hincapié 
en los efectos negativos de la variación somaclonal. Sin embargo, existen trabajos donde 
se cita su utilidad en la mejora de cultivos a través de la creación de nuevas variantes 
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(Mohanty et al., 2008; Baer et al., 2007; Shen et al., 2007; Podwyszynska, 2005), sobre 
todo en el ámbito de las especies ornamentales. 
Para el caso de “incayuyo”, las partes utilizadas por las industrias son las hojas y las flores, 
por lo que la generación de plantas con más de dos hojas por nudo podría ser un cambio 
favorable, conduciendo a un aumento en la biomasa. 
De todas formas, no se debe perder de vista que si bien los resultados aquí expuestos 
indican que se encontraron variantes en plantas obtenidas por ambas vías de regeneración, 
sugiriendo la aparición de posibles variantes somaclonales, se necesitan estudios de 
heredabilidad genética para confirmar que efectivamente se trata de somaclones, lo que 
permitiría utilizar estos cambios en futuros programas de mejoramiento.  
Por lo pronto, se ha podido observar que los cambios se mantienen aún en condiciones 
naturales, hecho que resulta ser sumamente significativo.  
 
Por el otro lado, el análisis molecular de los autotetraploides permitió detectar variaciones 
genéticas, quienes no sólo mostraron los patrones de los diploides con las correspondientes 
diferencias a la planta madre, sino que también mostraron bandas polimórficas, propias, 
sugiriendo la existencia de variaciones inducidas tanto por las condiciones de cultivo como 
por los incrementos en los niveles de ploidía. 
Con respecto a la aparición de estas bandas únicas, como ya se discutió en la sección de 
poliploidización, este proceso puede generar diversas modificaciones en el genoma de la 
planta, alterando su organización. En este sentido, Rauf et al. (2006) informaron cambios 
en las frecuencias alélicas en individuos autotetraploides de algodón, detectados a través 
de la utilización de RAPDs como marcadores moleculares, con lo que señalan que el uso 
de la colchicina es capaz de generar estas modificaciones. A través de estas observaciones 
se reforzaría la idea de que si bien en la autopoliploidización se duplica el material 
preexistente, puede generar alteraciones en el genoma. 
Los tetraploides también se desarrollaron a partir de un callo, por lo que era esperable que 
si se detectaron cambios en los diploides generados por este método – siempre con 
respecto a la planta madre – estos cambios también deberían aparecer en los tetraploides. 
Pero, asimismo, los perfiles concordaron con el de los diploides generados a partir de 
meristemas pre-existentes. Por lo que una vez más, el pasaje por cultivo in vitro y las 
condiciones en sí, parecen ser la causa de estas diferencias encontradas. 
 
Para finalizar, es importante resaltar que, los polimorfismos de ADN detectados por 
marcadores moleculares, tanto en diploides como en tetraploides, tienen una importante 
aplicación como una forma de tipificación de ADN – también llamados fingerprints o huellas 
dactilares – para la identificación de diferentes individuos; por lo tanto, el uso de estos 
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marcadores puede contribuir a la identificación de nuevas variedades, como se llevó a cabo 
en el presente trabajo. 
 
A partir de todos los resultados aquí presentados, se desprende que utilizando el protocolo 
desarrollado en este trabajo, se obtuvo un “incayuyo” con una mejora en la producción de 
aceites esenciales, que se corresponde al desarrollo de hojas e inflorescencias de mayor 
tamaño. Debido a estas características fenotípicas, uno de estos tetraploides se presentó 
como una nueva variedad de “incayuyo” ante el INASE.  
Tras las evaluaciones correspondientes, hoy constituye la primera variedad registrada de 
“incayuyo”, Tawa INTA, la cual representa una nueva alternativa para la producción y la 
base para futuros ensayos en otras especies amenazadas de gran importancia aromático-
medicinal de nuestro país. 
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9. CONCLUSIONES 
Se optimizó un protocolo para la propagación in vitro de L. integrifolia tanto por vía directa 
a través del desarrollo de yemas pre-existentes como por organogénesis indirecta a través 
de la regeneración de brotes de novo a partir de un callo organogénico. 
El BAP fue la citocinina que permitió obtener la mejor tasa de multiplicación de L. integrifolia. 
Se concluyó el ciclo de cultivo in vitro de tejidos. Las plantas regeneradas por cultivo in vitro 
pudieron ser reestablecidas en condiciones naturales, cercanas a su lugar de procedencia, 
lo que confirmó la efectividad del protocolo de propagación desarrollado. 
Se ajustó un protocolo de poliploidización in vitro para la obtención de autotetraploides de 
L. integrifolia, a través del uso de colchicina adicionada al medio de multiplicación. 
Se determinó por citometría y confirmó por conteo cromosómico el genotipo diploide de la 
planta madre y los genotipos tetraploides de los nuevos materiales obtenidos tras la 
aplicación del protocolo de poliploidización. 
Los autotetraploides desarrollados mostraron fenotipos diferentes a los diploides, incluida 
la planta madre.  
A través de la poliploidización fue posible incrementar la producción de aceites esenciales.  
El análisis por PCA de los aceites esenciales separó a los individuos en tres grupos bien 
definidos: tetraploides, diploides y planta madre. 
El cultivo de tejidos generó un efecto per se en la composición cuantitativa de los aceites, 
independientemente del nivel de ploidía, que los diferenció de la planta madre. 
A su vez, la composición química cuantitativa del aceite esencial de los autotetraploides se 
diferenció de los diploides por la combinación de los efectos generados por la duplicación 
cromosómica y el incremento en el dosage génico y las condiciones de cultivo in vitro.  
Sumado a la variación en la composición química de los aceites, se obtuvieron variantes en 
el número de hojas de individuos de diferente nivel de ploidía y obtenidos por las diferentes 
vías de regeneración, las cuales podrían tratarse de posibles variantes somaclonales. 
La aplicación de ISSRs permitió detectar polimorfismos entre los individuos regenerados 
por cultivo in vitro a través de ambas vías y la planta madre. 
A través de la aplicación de estas biotécnicas fue posible generar variabilidad per sé. 
Además, la variabilidad genética observada estaría sugiriendo que el cultivo de tejidos 
organizados no siempre es una garantía para la clonación de plantas. 
Asimismo, estos marcadores permitieron revelar variabilidad entre los nuevos 
autotetraploides, los diploides y la planta madre también diploide. 
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El dendrograma del análisis molecular concordó con lo determinado en el análisis por PCA, 
al agrupar de la misma manera a todos los individuos tetraploides, diploides y la planta 
madre, estableciendo una posible relación entre los cambios en la composición química y 
en los perfiles moleculares. 
A partir de la implementación de biotécnicas, fue posible incrementar el valor productivo de 
esta especie, y dadas las diferencias encontradas entre la planta madre y los tetraploides, 
se realizaron y presentaron los descriptores para su inscripción en el INASE como nueva 
variedad de incayuyo, la cual fue aceptada y reconocida, siendo hoy Tawa-INTA con N° de 
Registro: 15679 y Fecha de Inscripción: 6 de Julio de 2015. 
Por último, este es el primer informe de obtención de poliploides sintéticos en el género 
Lippia, y por lo tanto los resultados aquí presentados son novedosos y originales, 
especialmente para L. integrifolia. Asimismo, es el primer informe de la aplicación de 
marcadores moleculares en esta especie, y su desarrollo puede ser útil en futuros 
programas de mejoramiento. 
 
 
 
10. CONCLUSIÓN FINAL 
Partiendo de la premisa que la mejor forma de conservar y sentar soberanía sobre un 
recurso genético, es profundizar nuestro conocimiento sobre el mismo y propiciar su 
aprovechamiento sustentable, este trabajo, y junto con el grupo de “Desarrollo y 
Propagación de Plantas Aromáticas y Medicinales” del INTA Castelar, propone como 
estrategia para la preservación del recurso, desarrollar su germoplasma, obtener nuevas 
variedades a partir del material silvestre mejorando su productividad de metabolitos 
secundarios y ofrecerlo como alternativa para que sea producido por cultivo en vez de 
extraerlo de la naturaleza, comenzando por Lippia integrifolia. 
Este trabajo reafirma la importancia y la efectividad de las herramientas biotecnológicas 
como estrategia de intervención para el desarrollo y la protección de nuestro germoplasma. 
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11. ANEXO I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 20. Componentes de los medios basales MS (Murashige y Skook, 1962) y WPM (Loyd y McCown, 1981). 
Componente MS WPM 
Macroelementos Mg.l-1 Mg.l-1 
NH4NO3 1650 400 
KNO3 1900 - 
CaCl2.2H2O 440 96 
Ca(NO3)2.4H2O - 556 
MgSO4.7H2O 370 370 
KH2PO4 170 170 
(NH4)2SO4 - - 
K2SO4 - 990 
NH4H2PO4 - - 
NaH2PO4.H2O - - 
Microelementos   
KI 0,83 - 
H3BO3 6,2 6,2 
MnSO4.4H2O 22,3 - 
MnSO4.H2O - 22,3 
ZnSO4.7H2O 8,6 8,6 
NaMoO4.2H2O 0,25 0,25 
CuSO4.5H2O 0,025 0,25 
CoCl2.6H2O 0,025 - 
Na2.EDTA 37,3 37,3 
FeSO4.7H2O 27,8 27,8 
Vitaminas   
Mio-inositol 100 100 
Ác. Nicotínico 0,5 0,5 
Piridoxina HCl 0,5 - 
Tiamina HCl 0,1 1,6 
Glicina 2,0 - 
Sacarosa 30 g 20 g 
pH 5,8 5,6 
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12. ANEXO II 
  
IT NO 
POLAR 
IT 
POLAR 
TR 
POLAR 
TR NO 
POLAR COMPUESTO 252 madre 
 
TETRAPLOIDES COLCHICINA 4n  
3721 F1 3728 B2A 7510 F 7511 IA 7519 I A5A1B 
 Comp RENDIMIENTO (RTO) 2,9 4,4 3,7 3,5 3,9 3,6 
1 924 1036 6,39 8,52 Tuyeno <alfa-> 0,2 1,8 1,4 1,6 1,5 1,5 
2 932 1043 6,39 8,77 Pineno <alfa-> 3,1 2,4 2,0 2,2 1,9 1,9 
3 946 1100 6,83 9,19 Canfeno 0,3 0,5 0,6 0,4 0,3 0,3 
4 953 1148 7,29 9,21 Tuya-2,4(10)-dieno 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,4 
5 952 1541 16,44 9,34 Benzaldheido tr tr tr tr tr tr 
6 969 1132 7,38 9,60 Sabineno 0,8 11,0 9,3 9,6 9,1 8,9 
7 988 1170 7,74 9,73 Mirceno 0,8 1,3 1,0 1,0 1,2 1,2 
8 974 1133 7,38 9,81 Pineno <beta-> 0,2 0,4 0,3 0,3 0,2 0,4 
9 1007 1208 8,05 10,19 Isoamil Isobutirato tr tr tr tr tr tr 
10 1002 1176 7,98 10,39 Felandreno <alfa-> 0,4 0,6 tr 0,4 0,4 0,4 
11 1008 1143 7,38 10,48 Careno <delta-3-> 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2 
12 1014 1199 8,19 10,65 Terpineno <alfa-> 0,2 1,3 0,1 1,1 1,0 1,3 
13 1020 1280 9,84 10,85 Cimeno <para-> 1,2 1,2 4,0 0,6 0,9 1,2 
14 1024 1221 8,52 11,02 Limoneno 7,2 7,5 7,2 7,2 7,5 6,9 
15 1025 1227 8,73 11,12 Felandreno <beta-> 0,8 0,9 0,5 0,8 0,7 0,6 
16 1026 1208 8,73 11,16 Cineol <1,8-> 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 
17 1044 1266 9,29 11,23 Ocimeno <(E)-beta-> 0,1 0,2 tr 0,1 0,2 0,1 
18 1054 1264 9,29 11,77 Terpineno <gamma-> 0,3 2,3 0,2 2,1 1,9 2,6 
19 1067   14,80 12,10 Oxido de Linalol <cis-> tr tr tr tr tr tr 
20 1065 1474 14,50 12,18 Hidrato de Sabineno <cis-> (IPP vs, OH) 0,2 0,8 0,6 1,0 1,4 0,6 
21 1086 1299 10,07 12,64 Terpinoleno 0,2 0,8 0,1 0,5 0,6 0,6 
22 1100 1629 19,62 12,70 Isopentil 2-metil butanoato 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 
23 1089 1452 13,98 12,73 Cimeneno <para-> tr tr tr tr tr tr 
24 1095 1552 16,80 12,81 Linalol  0,4 0,4 0,4 0,1 0,3 0,3 
25 1098 1556 17,15 13,22 
Hidrato de Sabineno <trans-> (IPP vs, 
OH) 0,3 1,5 1,3 2,1 2,9 1,4 
26 1119 1639 17,64 13,80 Menta-2,8-dien-1-ol <trans-p-> tr tr tr tr tr tr 
27 1118 1638 17,64 13,96 Ment-2-en-1-ol <cis-p-> tr 0,3 0,3 0,2 0,2 0,3 
28 1122 1500 15,67 14,02 Canfolenal <alfa-> tr 0,1 tr tr tr 0,1 
29 1133 1678 21,01 14,33 Menta-2,8-dien-1-ol <cis-p->  tr tr tr tr tr tr 
30 1137 1660 20,66 14,60 Verbenol <cis-> 0,6 0,8 0,7 0,5 0,6 0,7 
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31 1140 1680 21,51 14,75 Verbenol <trans-> 3,9 3,4 3,5 3,1 3,7 3,2 
32 1147 1738 20,93 14,90 Menta-1,5-dien-8-ol <p->* 0,1 0,3 0,1 0,2 0,2 0,3 
33 1141 1532 16,90 14,92 Alcanfor tr tr tr 0,1 tr tr 
34 1160 1580 18,31 15,37 Pinocarvona tr tr tr tr tr tr 
35 1166 1738 23,07 15,56 Menta-1,5-dien-8-ol <p->* 0,3 0,7 0,1 0,3 0,4 0,7 
36 1165 1719 22,24 15,77 Borneol 0,3 1,1 1,6 0,3 0,8 0,5 
37 1163 1688 21,51 15,81 Menta-1,8-dien-4-ol  0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 
38 1174 1611 19,10 16,02 Terpinen-4-ol 0,4 6,1 6,8 4,6 4,2 6,0 
39 1179 1864 28,34 16,05 Cimen-8-ol <para> 0,1 tr tr tr tr tr 
40 1187 1811 24,56 16,15 Menta-1(7),8-dien-2-ol <trans-p-> tr tr tr tr tr tr 
41 1183 1690 21,51 16,25 Criptona tr tr tr tr tr tr 
42 1186 1706 22,12 16,43 Terpineol <alfa-> 0,2 0,6 0,6 0,4 0,5 0,6 
43 1195 1751 21,51 16,51 Piperitol <cis-> tr tr 0,1 tr tr tr 
44 1207 1710 23,17 16,91 Piperitol <trans-> tr 0,1 0,2 0,1 tr 0,1 
45 1204 1725 22,37 17,03 Verbenona 0,1 tr 0,3 tr tr tr 
46 1215 1845 25,12 17,22 Carveol <trans->  tr tr tr tr tr tr 
47 1227   25,88 17,62 Menta-1(7),8-dien-2-ol <cis-p-> tr tr tr tr tr tr 
48 1226   25,58 17,72 Carveol <cis-> tr tr tr tr tr tr 
49 1239 1751 23,17 18,25 Carvona tr tr tr tr tr tr 
50 1254 1838 26,90 18,49 Fenil etil acetato <2-> 0,2 0,2 0,3 tr 0,1 0,1 
51 1287 1579 18,36 19,71 Acetato de Bornilo tr 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 
52 1291   17,25 19,76 Acetato de Verbenilo <trans->** tr 0,2 0,1 0,1 0,2 tr 
53 1298 2211 37,87 20,09 Carvacrol  tr tr tr tr tr tr 
54 1298   19,10 20,14 Acetato de Pinocarvilo  <trans-> tr 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 
55 1311   21,51 20,67 Acetato de Pinocarvilo <cis->** tr tr 0,1 tr tr tr 
56 1324 1692 21,51 21,19 Acetato de Mirtenilo tr 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 
57 1335 1475 20,09 21,67 Elemeno <delta->  0,1 tr tr 0,1 tr tr 
58 1345 1466 14,57 22,22 Cubebeno <alfa-> tr tr tr tr tr tr 
59 1359 1718 23,07 23,01 Acetato de Nerilo tr tr tr tr tr tr 
60 1374 1497 15,60 23,46 Copaeno <alfa-> 0,3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 
61 1389 1600 18,60 23,56 Elemeno <beta-> tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
62 1393 1896 30,19 23,88 Fenil etil isobutanoato 0,5 0,2 0,3 0,3 0,4 0,2 
63 1408 1586 18,19 24,62 Cariofileno <cis-> 0,1 tr tr tr tr tr 
64 1409 1544 16,44 24,73 Gurjuneno <alpha-> 0,1 tr tr tr tr tr 
65 1417 1614 19,10 25,41 Cariofileno <trans-> 20,8 19,1 19,3 22,4 18,9 18,6 
66 1430 1580 18,31 25,61 Copaeno <beta-> tr tr 0,1 tr 0,1 tr 
67 1439 1628 19,10 26,00 Aromadendreno  0,1 tr tr tr tr tr 
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68 1437 1596 18,60 26,33 Guaieno <alfa-> 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
69 1452 1687 21,43 26,75 Humuleno <alfa-> 11,3 9,9 9,9 12,2 11,3 9,7 
70 1458 1661 20,59 26,86 Aromadendreno <allo-> 0,3 0,2 0,2 0,3 0,2 0,1 
71 1478 1704 21,51 27,24 Muuroleno <gamma-> 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 
72 1486   31,58 27,47 Fenil etil 2-metilbutanoato 0,3 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 
73 1484 1726 22,68 27,60 Germacreno D 0,8 1,0 0,6 1,7 1,1 1,1 
74 1490 1970 32,17 27,67 Fenil etil 3-metilbutanoato 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 
75 1496 1707 22,24 27,95 Viridifloreno 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
76 1500 1723 23,07 28,04 Muuroleno <alfa-> 0,3 0,1 0,4 0,2 0,3 0,2 
77 1500 1742 23,49 28,19 Biciclogermacreno 5,6 4,5 1,4 3,0 4,1 3,5 
78 1513 1766 24,77 28,70 Cadineno <gamma-> 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 
79 1522 1754 24,12 28,85 Cadineno <delta-> 1,1 1,2 0,8 1,2 0,9 1,2 
80 1528 1835 26,72 28,99 Calameneno <cis-> 0,8 tr tr tr tr tr 
81 1533   22,12 29,41 Cadina-1,4-dien <trans->** 0,1 tr tr tr tr tr 
82 1577 2144 35,97 31,24 Espatulenol 4,1 1,4 3,0 1,8 2,2 2,5 
83 1582 2008 31,90 31,51 Oxido de Cariofileno 8,9 1,9 4,6 3,1 2,8 3,4 
84 1590 2098 34,16 31,91 Globulol 0,1 0,1 tr tr tr 0,1 
85 /1608  / 2047 33,68 32,50 Desconocido I¹ + Humuleno epóxido II 2,7 0,8 2,2 1,3 1,2 1,4 
87 1630   36,08 32,90 Muurola-4-10(14)-dieno-1-beta-ol 0,1 tr 0,1 0,1 tr 0,1 
88 1627 2088 34,76 33,00 cubenol <1-epi-> 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
89 1639   40,73 33,33 Cariofilla-4(12),8(13)-dien-5-alfa-ol** 1,2 0,4 0,7 0,8 0,8 1,0 
90 1639   41,08 33,43 Cariofila-4(12),8(13)-dien-5-beta-ol** 3,4 0,6 1,1 1,3 1,4 1,6 
91 1640 2209 37,62 33,54 Muurolol <epi-alfa-> 0,6 0,5 0,5 0,5 0,4 0,5 
92 1644 2214 37,83 33,60 Muurolol <alfa-> 0,4 0,2 0,4 0,4 0,2 0,4 
93 1652 2227 38,15 33,97 Cadinol <alfa-> 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
94       37,62 Desconocido II² 2,7 2,6 0,9 2,0 2,9 2,5 
          Total (Tot) 90,8 95,6 92,5 95,7 94,1 92,7 
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Comp 
   
TETRAPLOIDES COLCHICINA 4n QUIMERAS COLCHICINA 2n+4n 
7511 IIH 7519 IA5A1 7519 IIIB 7511 IIK 7519 IIIJ 7525 IK 7522 IIIL1 7499 B1 7519 IA5B 7528 IIB1 7517 IAF 7513 Q 7508 IIA 
 RTO 4,7 4,1 3,9 3,6 3,9 3,6 3,5   3,7 3,3 2,9 3,0 2,9 
1 1,5 1,5 1,4 1,6 1,7 1,6 1,8 1,8 1,6 1,6 1,3 2,0 1,3 
2 2,1 1,9 1,9 2,0 2,2 2,1 2,2 2,2 1,9 1,9 1,9 1,5 1,9 
3 0,6 0,2 0,5 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3 0,2 0,5 0,3 0,1 0,5 
4 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 
5 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
6 9,5 9,6 9,9 9,2 10,2 9,8 10,1 11,6 9,5 10,0 7,8 11,9 7,1 
7 1,2 1,2 1,2 1,1 1,1 1,3 1,2 0,9 1,2 1,2 1,0 1,1 0,9 
8 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3 
9 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
10 0,5 0,5 0,4 0,5 0,5 0,3 0,5 tr 0,3 0,4 0,4 0,3 0,3 
11 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
12 0,9 1,3 1,0 1,4 1,0 1,2 1,2 tr 0,9 0,9 1,3 1,0 0,5 
13 0,6 0,7 1,2 0,7 1,1 1,4 0,9 4,6 1,4 1,3 0,6 1,0 1,2 
14 8,3 6,8 7,5 6,9 7,1 8,9 8,2 5,1 6,9 9,6 6,6 4,3 5,3 
15 1,0 0,7 0,7 0,8 0,8 0,7 0,9 0,3 0,7 0,8 0,8 0,6 0,6 
16 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 
17 tr 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 
18 1,7 2,3 1,9 2,8 1,9 2,4 2,3 0,1 1,6 1,7 2,3 2,0 1,0 
19 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
20 1,6 1,2 1,0 0,7 1,3 0,8 1,1 1,4 1,4 0,9 0,6 2,1 1,6 
21 0,5 0,7 0,6 0,7 0,6 0,6 0,6 0,1 0,5 0,6 0,7 0,5 0,4 
22 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 
23 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
24 0,2 0,4 0,5 0,2 0,3 0,5 0,3 0,5 0,3 0,5 0,3 0,2 0,2 
25 3,3 2,4 2,2 1,5 2,4 1,8 2,1 3,0 2,9 1,9 1,0 4,3 3,3 
26 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
27 0,2 0,3 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2 0,4 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 
28 tr tr tr tr tr 0,1 tr tr tr tr tr 0,1 tr 
29 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
30 0,5 0,7 0,8 0,7 0,6 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,6 0,6 0,5 
31 4,0 3,5 4,0 3,2 3,6 3,5 3,7 4,2 3,8 3,9 2,3 4,1 3,9 
32 0,3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,4 tr 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 
33 tr tr tr 0,1 tr 0,1 tr tr tr 0,1 tr 0,1 tr 
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34 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
35 0,3 0,6 0,4 0,6 0,3 0,5 0,5 0,1 0,3 0,3 0,5 0,2 0,2 
36 1,3 0,4 1,3 0,9 0,8 0,6 0,7 0,6 0,6 1,0 0,5 0,2 1,5 
37 0,3 0,2 tr tr 0,1 tr 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 
38 3,3 4,7 5,2 5,6 4,4 6,0 5,0 6,5 4,7 5,0 4,7 4,1 2,9 
39 tr tr tr tr tr tr tr 0,1 tr tr tr tr tr 
40 tr tr tr 0,1 tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
41 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
42 0,4 0,5 0,6 0,5 0,5 0,5 0,4 0,6 0,5 0,5 0,4 0,5 0,4 
43 tr 0,1 0,1 tr tr 0,1 tr 0,2 tr tr 0,1 0,1 tr 
44 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 tr tr 
45 tr tr tr tr 0,1 tr tr 0,4 tr tr tr tr tr 
46 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
47 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
48 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
49 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
50 0,1 0,1 0,4 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 
51 0,3 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 
52 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,2 
53 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
54 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
55 tr tr 0,1 tr tr tr tr 0,1 tr tr tr 0,1 tr 
56 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
57 0,1 tr tr tr 0,1 tr 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 tr tr 
58 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
59 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
60 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
61 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 tr 0,1 0,1 
62 0,5 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,5 0,2 0,5 0,5 
63 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
64 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
65 20,5 18,0 18,5 16,9 19,4 17,1 19,3 13,8 17,8 18,9 23,1 17,5 18,3 
66 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 tr tr tr tr tr tr tr 
67 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,1 tr 0,1 
68 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 
69 11,3 9,4 9,7 9,0 10,4 9,3 10,1 8,1 9,5 10,0 11,3 9,4 9,6 
70 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
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71 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 
72 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 
73 1,1 1,1 1,1 0,9 1,0 1,1 0,8 0,3 1,0 1,3 1,4 0,9 0,7 
74 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 tr tr 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 
75 tr 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 
76 0,1 tr 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,3 
77 4,5 4,5 3,8 2,8 3,8 3,5 3,6 0,6 3,6 3,3 5,5 2,0 2,5 
78 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
79 0,7 1,0 1,1 1,2 0,9 1,1 1,0 0,7 0,9 1,2 1,3 0,9 0,8 
80 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
81 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
82 1,9 2,3 2,3 2,5 1,9 2,4 2,4 3,0 2,3 1,7 1,9 1,9 2,6 
83 2,1 3,3 2,3 4,1 3,0 3,2 3,0 6,1 3,3 2,4 2,4 4,7 6,0 
84 tr 0,1 tr tr tr tr tr 0,1 tr tr tr tr tr 
85 1,0 1,4 1,4 1,7 1,2 1,3 1,1 2,8 1,5 1,2 1,1 1,9 2,3 
87 tr 0,1 0,1 tr tr 0,1 tr 0,1 0,1 tr 0,1 tr 0,1 
88 tr 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 tr tr 
89 0,6 0,8 0,6 1,2 0,7 0,7 0,9 1,0 0,9 0,5 0,7 1,1 1,2 
90 1,1 1,3 1,0 2,4 1,3 1,5 1,3 1,7 1,6 0,8 1,3 2,0 2,8 
91 0,4 0,5 0,5 0,5 0,5 0,4 0,4 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5 0,4 
92 0,3 0,4 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2 0,5 0,3 0,2 
93 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 
94 3,1 3,4 2,9 3,3 3,0 2,1 2,6 0,9 2,9 2,9 3,4 2,4 3,0 
 Tot 96,0 92,8 93,8 93,0 94,3 93,5 95,2 89,2 91,8 94,1 93,8 92,3 89,9 
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Comp 
 
DIPLOIDES COLCHICINA 2n DIPLOIDES BAP 2n DIPLOIDES S/HORMONA 2n 
7504 IIIB 7498 IA2 7498 IIIO 7504 IIIA1 7491 B 7493 IB 7488 A 7488 E 686 G 682 C 687 E 683 H 3 2 7 5 
RTO  3,1 3,1 3,0 3,0 2,7 2,9 2,1 2,9 2,9 3,0 2,9 3,0 2,9 2,9 2,9 2,9 
1 1,4 1,1 1,3 1,4 1,4 1,4 1,2 0,9 1,2 1,3 1,3 1,2 1,0 1,3 1,1 1,3 
2 2,2 1,7 2,0 2,2 2,0 1,9 1,7 1,4 1,9 1,8 2,1 1,9 1,7 2,2 2,1 2,1 
3 0,4 0,2 0,4 0,3 0,4 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3 
4 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 
5 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
6 7,0 5,6 8,6 7,9 8,0 7,4 7,2 5,4 6,4 7,1 7,2 7,3 6,1 7,2 6,9 6,4 
7 0,8 0,7 1,0 1,0 0,8 0,8 0,8 0,6 0,8 0,9 0,7 0,9 0,8 0,9 0,8 0,7 
8 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2 
9 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
10 0,4 0,2 0,4 0,3 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,3 0,4 0,4 0,3 
11 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
12 1,1 0,8 1,1 1,0 0,9 0,9 0,7 0,4 0,6 0,8 0,9 0,9 0,6 1,0 0,7 0,9 
13 1,2 1,5 0,6 1,1 0,9 0,7 1,6 0,6 1,1 0,8 0,8 1,0 0,8 1,0 0,9 1,0 
14 6,7 6,2 7,0 6,2 7,5 6,4 6,8 5,6 6,2 6,2 6,7 6,2 5,4 5,9 5,9 6,5 
15 0,8 0,6 0,8 0,6 0,8 0,7 0,6 0,6 0,6 0,7 0,7 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 
16 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 
17 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
18 2,1 1,5 2,0 1,8 1,7 1,7 1,3 1,0 1,1 1,7 1,7 1,5 1,2 1,8 1,4 1,6 
19 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
20 0,2 0,5 0,5 0,7 1,0 0,9 0,4 1,5 1,4 0,9 1,1 0,7 1,2 0,6 1,2 1,0 
21 0,6 0,4 0,6 0,5 0,5 0,5 0,4 0,3 0,4 0,5 0,5 0,5 0,4 0,5 0,5 0,4 
22 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
23 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
24 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 
25 0,3 0,9 1,0 1,4 2,1 1,9 1,0 2,9 2,7 1,6 2,0 1,5 2,2 1,1 2,1 1,7 
26 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
27 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
28 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
29 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
30 0,5 0,6 0,7 0,6 0,6 0,6 0,6 0,5 0,5 0,5 0,6 0,5 0,5 0,7 0,6 0,5 
31 1,8 2,9 2,8 3,0 3,5 3,1 2,9 3,4 3,4 2,7 3,2 2,8 2,9 3,1 3,3 2,8 
32 0,3 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 
33 tr 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 tr tr 0,1 0,1 0,1 
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34 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
35 0,7 0,4 0,5 0,5 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,4 0,4 0,4 0,2 0,5 0,3 0,3 
36 0,7 0,6 0,9 0,4 0,7 0,5 0,7 0,6 0,7 0,4 0,9 0,4 0,7 0,3 0,8 0,4 
37 0,1 0,1 0,2 tr 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 
38 5,9 5,0 4,6 4,5 3,6 3,6 5,0 2,5 2,8 3,8 3,5 4,2 2,6 4,7 3,6 3,5 
39 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,1 tr 
40 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
41 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
42 0,4 0,4 0,5 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,3 0,4 0,4 0,4 
43 0,1 0,1 tr tr tr tr tr tr tr tr 0,1 tr tr 0,1 tr tr 
44 0,1 0,1 0,1 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
45 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
46 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
47 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
48 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
49 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
50 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 
51 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 tr 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 
52 0,1 tr 0,1 tr 0,1 tr tr 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 
53 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
54 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
55 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
56 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 tr 0,1 tr tr tr tr tr 0,1 tr tr tr 
57 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 tr 0,1 tr tr 0,1 tr tr tr 
58 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
59 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
60 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2 
61 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
62 0,1 0,3 0,3 0,2 0,3 0,4 0,3 0,6 0,5 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3 
63 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
64 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
65 24,1 21,0 24,4 23,2 21,0 24,9 22,5 22,7 19,6 23,4 21,4 24,4 22,7 22,2 22,4 21,4 
66 tr 0,1 tr tr 0,1 0,1 tr 0,1 tr tr 0,1 tr 0,1 tr 0,1 0,1 
67 0,1 0,1 tr 0,1 tr 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 
68 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
69 11,4 11,1 12,3 11,1 10,3 12,0 11,2 12,0 9,5 12,2 10,3 12,1 12,3 11,4 11,7 10,3 
70 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3 
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71 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
72 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
73 1,3 1,0 1,5 1,3 1,3 1,4 1,1 1,4 1,0 1,4 1,3 1,2 1,3 1,3 1,3 1,0 
74 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 
75 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
76 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,2 0,2 0,2 0,1 0,3 0,1 0,1 0,2 
77 4,1 3,7 5,7 4,4 5,0 4,9 3,8 4,6 3,3 4,8 4,0 4,5 4,5 4,2 4,3 3,1 
78 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
79 1,3 1,2 1,0 1,2 1,0 1,0 1,2 0,7 0,8 1,2 1,0 1,2 1,1 1,0 1,2 1,0 
80 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
81 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 
82 2,1 3,2 1,8 2,5 2,4 2,4 2,9 2,8 3,2 2,5 2,4 2,5 2,3 2,4 2,0 3,1 
83 3,6 5,9 2,0 5,0 3,8 3,5 4,4 4,9 7,0 3,8 5,2 4,6 4,0 4,4 4,4 6,4 
84 0,1 tr 0,1 tr tr tr tr tr 0,1 tr tr tr tr tr tr tr 
85 1,4 2,2 1,0 1,6 1,5 1,4 1,7 2,0 2,3 1,6 1,8 1,5 1,7 1,5 1,6 2,0 
87 tr tr tr tr tr tr tr 0,1 0,1 tr tr 0,1 0,1 tr tr tr 
88 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 0,1 
89 0,9 1,2 0,6 1,1 0,7 0,9 1,0 1,3 1,2 0,9 1,1 1,0 1,0 0,9 1,0 1,6 
90 1,7 2,8 0,9 2,3 1,4 1,5 2,0 2,4 3,2 1,8 2,6 2,5 2,0 2,3 2,1 3,3 
91 0,5 0,6 0,4 0,5 0,4 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5 
92 0,4 0,4 0,1 0,4 0,2 0,2 0,4 0,2 0,3 0,4 0,3 0,6 0,4 0,4 0,3 0,4 
93 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 
94 2,1 2,4 3,1 2,2 2,9 2,7 2,6 3,2 2,3 2,7 2,7 2,1 4,6 2,5 3,1 2,4 
 Tot 94,5 92,0 96,0 96,4 93,4 95,4 93,3 91,6 91,0 93,7 94,0 96,5 92,5 93,2 93,7 92,8 
 
Tabla 21. Composición de cada individuo analizado. IT: Índices teóricos. TR: tiempos de retención. * Isomero correcto no identificado. ** Tentativamente identificado. 
¹ Sesquiterpeno oxigenado PM222. ² Posible mezcla de 3 sesquiterpenos oxigenados, isómeros, PM220. tr: concentración menor a 0,1%.  
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252 
madre 
TETRAPLOIDES COLCHICINA 4n 
 
QUIMERAS COLCHICINA 2n+4n 
  
3721 
F1 
3728 
B2A 
7510 
F 
7511 
IA 
7519 I 
A5A1B 
7511 
IIH 
7519 
IA5A1 
7519 
IIIB 
7511 
IIK 
7519 
IIIJ 
7525 
IK 
7522 
IIIL1 
7499 
B1 
7519 
IA5B 
7528 
IIB1 
7517 
IAF 
7513 
Q 
7508 IIA 
Monoterpenos  16,0 32,5 27,1 28,3 27,7 28,2 29,2 28,2 28,8 29,0 29,6 31,4 31,0 27,5 27,3 31,4 25,7 27,1 21,7 
Monoterpenos 
oxigenados 7,0 17,0 17,5 13,6 15,9 15,3 16,4 15,5 17,2 15,1 15,3 16,4 15,6 19,8 16,5 16,1 11,9 17,7 15,6 
Monoterpenos 
TOTALES 23,0 49,5 44,6 41,9 43,6 43,4 45,5 43,7 46,1 44,1 44,9 47,7 46,6 47,3 43,8 47,5 37,6 44,8 37,2 
Sesquiterpenos 42,2 36,6 33,3 41,7 37,5 35,0 38,8 34,5 35,0 31,8 36,5 32,9 35,8 24,5 33,5 35,5 43,6 31,6 33,0 
Sesquiterpenos 
oxigenados 24,5 8,7 13,6 11,5 12,1 13,6 10,5 13,7 11,6 16,2 12,2 12,0 12,2 16,6 13,4 10,3 12,0 14,8 18,6 
Sesquiterpenos 
TOTALES 66,7 45,3 47,0 53,2 49,6 48,5 49,4 48,2 46,6 48,1 48,7 45,0 48,0 41,1 46,9 45,7 55,6 46,5 51,7 
                                      
otros 1,1 0,7 1,0 0,6 0,9 0,8 1,1 0,9 1,1 0,9 0,7 0,8 0,6 0,9 1,1 0,9 0,6 1,0 1,0 
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DIPLOIDES COLCHICINA 2n 
 
DIPLOIDES BAP 2n 
 
DIPLOIDES S/HORMONA 
2n 
 
  
7504 
IIIB 
7498 
IA2 
7498 
IIIO 
7504 
IIIA1 
7491 
B 
7493 
IB 
7488 
A 
7488 
E 686 G 682 C 687 E 683 H 3 2 7 5 
Monoterpenos  25,5 20,9 26,7 25,1 26,0 23,7 23,6 17,7 21,4 22,9 24,2 23,5 20,0 23,6 22,3 22,7 
Monoterpenos 
oxigenados 12,0 12,5 12,7 12,4 13,5 12,4 12,3 12,7 13,1 11,6 13,3 12,1 11,6 12,4 13,6 11,6 
Monoterpenos 
TOTALES 37,5 33,4 39,4 37,6 39,5 36,1 35,9 30,4 34,5 34,5 37,4 35,5 31,5 36,0 35,9 34,3 
Sesquiterpenos                               
Sesquiterpenos 
oxigenados 43,5 39,1 46,0 42,6 39,7 45,5 41,1 42,8 35,4 44,3 39,0 44,6 43,3 41,3 42,0 38,1 
Sesquiterpenos 
TOTALES 13,0 18,8 10,0 15,6 13,5 13,2 15,6 17,4 20,3 14,2 16,9 15,6 16,8 15,1 15,1 19,8 
  56,5 57,9 56,0 58,2 53,2 58,7 56,7 60,2 55,7 58,5 55,9 60,2 60,1 56,4 57,0 57,9 
otros                               
 0,4 0,8 0,6 0,6 0,7 0,6 0,7 1,0 0,8 0,7 0,6 0,8 0,9 0,7 0,8 0,6 
 
Tabla 22. Monoterpenos, oxigenados y no oxigenados y sesquiterpenos oxigenados y no oxigenados de cada individuo analizado. 
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13. ANEXO III 
DESARROLLO DE UNA NUEVA VARIEDAD DE INCAYUYO 
Descriptor realizado para el genotipo original (PLANTA MADRE) 
I1. – DESCRIPCIÓN  BOTANICA   
Arbusto aromático de 0.3-1, m de altura, ramas subtetrágonas, estriadas. Hojas opuestas, 
a veces ternadas, pecíolos de 0.1-7 mm de longitud. Y láminas 3-45 x 0.5-1.5 mm  linear a 
angostamente oblongas, subobtusas en el ápice, subsésiles, enteras de 1-5 cm long. x 3-7 
mm ancho, áspero escabrosas en el haz, punteado-oleaginosas en el envés. Nervio central 
notable. Inflorescencias en cabezuelas axilares, 1 ó 2 por axila, subglobosas de 4-5 mm de 
diámetro, brevemente pedunculadas. Brácteas imbricadas, rómbicas u ovadas, 
subcóncavas en la base, pubescentes y punteado resinosas bajo la pubescencia, de 2-2.5 
mm de longitud. 
Cáliz tubuloso, hendido en las dos caras 2-fido en la fructificación; lóbulos oscuramente 
denticulados, hispídulos y ciliados de 2.5 mm de long.  
Corola blanca a blanco-rosada de unos 5 mm de long. Cara adaxial 2 lobulada, lóbulos 
subtriangulares, cara abaxial 3 lobulada con lóbulo medio mayor orbicular y los laterales 
subtriangulares. Estambres didínamos, los más largos con apéndices anterales, cilíndricos, 
exertos, anteras globosas. Gineceo típico, fruto pequeño, clusas recubiertas por la mitad 
del cáliz. 
1.a Planta  
Tipo 
 1. Erguida 2.  Semierguida 3. Decumbente 
 
Altura (en floración) 
   
  1. Baja (<30 cm) 2.Mediana (30-60 cm) 3. Alta (60-80 cm)  
  4. Muy Alta (>80 cm) 
                                                      
1.b Tallo      
Grosor 
  1. Delgado (<0.5 cm) 2. Mediano (0.5-1.0 cm) 3. Grueso (>1.0 cm) 
 
2 
2 
51 cm 
2 
0.8  cm 
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Pubescencia  
  1. Ausente 2. Presente 
Densidad de tallos  
  1. Poco denso 2. Medio 3. Denso 
 
Largo de los entrenudos  
  1. Corto (2.0 cm) 2. Mediano (2.0-3.0 cm) 3. Largo (>3.0 cm) 
 
 
1.c Hojas        
                     
Forma 1. Linear  2. Lanceolada 3. Elíptica 
  
  
Bordes 1.Entero 2. Aserrado  
 
Posición con respecto al tallo  
 1. Ascendente 2. Horizontal 3. Descendente 
 
Largo  
 1. Corto (<1.5 cm) 2. Mediano (1.5-2.5 cm) 3. Largo (>2.5cm) 
 
                       
Ancho  
 1. Angosto (< 2.0 mm) 2. Mediano (2.0-4.0 mm) 3.Ancho (4.0-7.0 mm)  
 4. Muy ancho  (>7.0 mm) 
 
 
1 
1 
2 
2.6  cm 
2 
2 
3 
3 
1 
3.9±0.3 cm 
6.7 ±0.9 mm 
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Color de la cara adaxial 
 1. Levemente verde 2. Verde 3. Verde oscuro 
   
 
Pubescencia  
  1. Ausente 2. Presente 
 
1.d Pecíolo  
  1. Ausente 2. Presente 
1.e Inflorescencias  
Posición  
   1. Oblicua 2. Horizontal 
 
Largo de pedúnculo 
  1. Corto (<1.0 mm) 2. Medio (1.0-2.0 mm) 3. Largo (>2.0 mm) 
 
            
 
Número de inflorescencias en la rama más baja 
  1. Pocas (<5) 2. Mediana (6-9) 3. Muchas (>10) 
 
Diámetro de la Inflorescencia 
  1. Pequeño (<5.0 mm)  2. Medio (5.0-8.0 mm) 3. Grande (>8.0 mm) 
 
 
 
Altura 1. Baja (<2.0 mm) 2. Media (2.0-4.0 mm) 3. Alta (>4.0 mm) 
 
2 
1 
1 
1 
3 
1 
2 
2 
3.0±0.3 mm    
7.0±0.04 mm 
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Color  
                                       RHS Colour Chart  
 
1.f Caliz  
Tipo 
  1. Angosto 2. Normal 3. Ancho 
 
Longitud 
 1. Corto (<1.4 mm) 2. Mediano (1.4-1.6 mm) 3. Largo (>1.7 mm)  
 
1.g Corola  
Tipo 
 1. Simple 2. Doble 
 
Diámetro del limbo  
  1. Pequeño (<0.5 cm) 2.Medio (0.5-1.0 cm) 3. Grande (>1.0 cm) 
 
 
1.h Pistilo   
Posición en comparación a los estambres 
1. Debajo       2. Al mismo nivel 3. Por arriba      4. Inestable 
 
1.i Estambres   
Número  
  1. Cuatro 2. Otros 
 
1.j Estomas      
1 
155d 
1 
1 
2 
1 
1 
3.2±0.4  mm 
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1.k Polen   
 
 
1.l Tricomas   
 
 
1.m  Número de cromosomas    
 
 
 
2. Ciclo  
2.a Tiempo a floración 
  1. Temprana 2. Media 3. Tardía 
 
   
2.bTolerancia a las altas temperaturas  
  1. Leve 2. Media 3. Tolerante 
 
 
3. Rendimiento (Hidrodestilación) y Composición de aceites esenciales 
  MADRE 252 
RENDIMIENTO 2,9 
RTO en % con respecto a la madre 100 
Tuyeno <alfa-> 
0.2 
Pineno <alfa-> 
3.1 
Canfeno 
0.3 
1 
3 
Área (μm²): 338.5±46.4 
Área (μm²): 350.7±26.1 
Área (μm²): 3.5±0.3 
2n= 36 
Jesica Iannicelli - 2016 
 
210 
 
Tuya-2,4(10)-dieno 
0.1 
Benzaldheido 
tr 
Sabineno 
0.8 
Mirceno 
0.8 
Pineno <beta-> 
0.2 
Isoamil Isobutirato 
tr 
Felandreno <alfa-> 
0.4 
Careno <delta-3-> 
0.3 
Terpineno <alfa-> 
0.2 
Cimeno <para-> 
1.2 
Limoneno 
7.2 
Felandreno <beta-> 
0.8 
Cineol <1,8-> 
0.1 
Ocimeno <(E)-beta-> 
0.1 
Terpineno <gamma-> 
0.3 
Oxido de Linalol <cis-> 
tr 
Hidrato de Sabineno <cis-> (IPP vs, OH) 
0.2 
Terpinoleno 
0.2 
Isopentil 2-metil butanoato 
0.1 
Cimeneno <para-> 
tr 
Linalol  
0.4 
Hidrato de Sabineno <trans-> (IPP vs, 
OH) 0.3 
Menta-2,8-dien-1-ol <trans-p-> 
tr 
Ment-2-en-1-ol <cis-p-> 
tr 
Canfolenal <alfa-> 
tr 
Menta-2,8-dien-1-ol <cis-p->  
tr 
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Verbenol <cis-> 
0.6 
Verbenol <trans-> 
3.9 
Menta-1,5-dien-8-ol <p->* 
0.1 
Alcanfor 
tr 
Pinocarvona 
tr 
Menta-1,5-dien-8-ol <p->* 
0.3 
Borneol 
0.3 
Menta-1,8-dien-4-ol  
0.1 
Terpinen-4-ol 
0.4 
Cimen-8-ol <para> 
0.1 
Menta-1(7),8-dien-2-ol <trans-p-> 
tr 
Criptona 
tr 
Terpineol <alfa-> 
0.2 
Piperitol <cis-> 
tr 
Piperitol <trans-> 
tr 
Verbenona 
0.1 
Carveol <trans->  
tr 
Menta-1(7),8-dien-2-ol <cis-p-> 
tr 
Carveol <cis-> 
tr 
Carvona 
tr 
Fenil etil acetato <2-> 
0.2 
Acetato de Bornilo 
tr 
Acetato de Verbenilo <trans->** 
tr 
Carvacrol  
tr 
Acetato de Pinocarvilo  <trans-> 
tr 
Acetato de Pinocarvilo <cis->** 
tr 
Acetato de Mirtenilo 
tr 
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Elemeno <delta->  
0.1 
Cubebeno <alfa-> 
tr 
Acetato de Nerilo 
tr 
Copaeno <alfa-> 
0.3 
Elemeno <beta-> 
tr 
Fenil etil isobutanoato 
0.5 
Cariofileno <cis-> 
0.1 
Gurjuneno <alpha-> 
0.1 
Cariofileno <trans-> 
20.8 
Copaeno <beta-> 
tr 
Aromadendreno  
0.1 
Guaieno <alfa-> 
0.2 
Humuleno <alfa-> 
11.3 
Aromadendreno <allo-> 
0.3 
Muuroleno <gamma-> 
0.2 
Fenil etil 2-metilbutanoato 
0.3 
Germacreno D 
0.8 
Fenil etil 3-metilbutanoato 
tr 
Viridifloreno 
0.1 
Muuroleno <alfa-> 
0.3 
Biciclogermacreno 
5.6 
Cadineno <gamma-> 
0.1 
Cadineno <delta-> 
1.1 
Calameneno <cis-> 
0.8 
Cadina-1,4-dien <trans->** 
0.1 
Espatulenol 
4.1 
Oxido de Cariofileno 
8.9 
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Globulol 
0.1 
Desconocido I¹ + Humuleno epóxido II 
2.7 
Muurola-4-10(14)-dieno-1-beta-ol 
0.1 
Cubenol <1-epi-> 
0.1 
Cariofilla-4(12),8(13)-dien-5-alfa-ol** 
1.2 
Cariofila-4(12),8(13)-dien-5-beta-ol** 
3.4 
Muurolol <epi-alfa-> 
0.6 
Muurolol <alfa-> 
0.4 
Cadinol <alfa-> 
0.2 
Desconocido II² 
2.7 
TOTAL 91.2 
Monoterpenos  16.0 
Monoterpenos oxigenados 7.2 
Monoterpenos TOTALES 23.3 
    
Sesquiterpenos 42.3 
Sesquiterpenos oxigenados 24.5 
Sesquiterpenos TOTALES 66.8 
    
otros 1.1 
 
* Isómero correcto no identificado  
** Tentativamente identificado, sólo por MS 
¹ Sesquiterpeno oxigenado PM222 
² Posible mezcla de 3 sesquiterpenos oxigenados, isómeros, PM220 
tr: concentración menor a 0.01% 
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Descriptor realizado para los Tetraploides (Tawa INTA) 
Resumen del desarrollo de germoplasma de Lippia integrifolia para la obtención de 
una nueva variedad de individuos tetraploides  
Resumen del desarrollo de germoplasma de L. integrifolia para la obtención de una nueva 
variedad de individuos tetraploides 
De las plantas colectadas en la localidad de Dique de Olta (Pcia. de La Rioja), un ejemplar 
rotulado como 252, fue seleccionado por sus cualidades odoríferas por el grupo de 
aromáticas del Instituto de Recursos Biológicos del INTA Castelar. 
Se ajustó la multiplicación in vitro usando segmentos nodales como explantos y sembrados 
en medio base Murashige-Skoog (MS) suplementado con 20 g/l de sacarosa y 2.2 µM de 
6-bencil amino purina (BAP).  
Para la obtención de poliploides se aplicó el mismo protocolo pero, tras la inducción del 
callo, los explantos fueron transferidos durante 15 días a la oscuridad con el agregado 
0.01% de colchicina al medio de cultivo. Luego de este período los explantos fueron 
subcultivados al mismo medio de cultivo pero libre de colchicina. Allí se los dejó desarrollar, 
hasta ser transferidos al medio de enraizamiento (MS 0.5X + 0.28 µM AIA), tras lo cual 
fueron aclimatados y finalmente llevados a invernáculo, donde se desarrollaron y florecieron 
normalmente. 
De este proceso fue posible recuperar plantas con el doble de la dotación cromosómica que 
presentaron rasgos distintivos de la original, como el tamaño de algunos órganos como 
flores,  hojas, tricomas, entre otros y, en especial, el rendimiento en la producción de aceites 
esenciales y en la composición de los mismos (ver ficha descriptiva).  
Las diferencias en los caracteres se evaluaron mediante el Análisis de la Varianza 
(ANOVA). 
Los aceites esenciales fueron obtenidos por hidrodestilación a partir de un equipo 
Clevenger en microescala, a partir de material oreado (hojas y flores), por lo cual luego fue 
corregido por el porcentaje de humedad promedio de todas las muestras. 
Las diferencias en los rendimientos netos y entre los rendimientos en proporción a la planta 
madre se analizaron mediante ANOVA. 
La composición cuali y cuantitativa se determinó por GC-MS-FID. El análisis de la 
composición cuantitativa se realizó por un método multivariado (Análisis de Componentes 
Principales, PCA).    
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La comparación de los rasgos considerados para su comparación con la planta madre son 
los siguientes: 
1. La planta 
1.a Planta  
Tipo 
 1. Erguida 2.  Semierguida 3. Decumbente 
 
Altura (en floración) 
  1. Baja (<30 cm) 2.Mediana (30-60 cm) 3. Alta (60-80 cm)  
  4. Muy Alta (>80 cm) 
  
 
1.b Tallo      
Grosor 
  1. Delgado (<0.5 cm) 2. Mediano (0.5-1.0 cm) 3. Grueso (>1.0 cm) 
 
                                                     
Pubescencia  
  1. Ausente 2. Presente 
 
Densidad de tallos  
  1. Poco denso 2. Medio 3. Denso 
 
Largo de los entrenudos  
  1. Corto (2.0 cm) 2. Mediano (2.0-3.0 cm) 3. Largo (>3.0 cm) 
 
 
 
1.c Hojas        
                     
1 
2 
45 cm  
2 
0.8 cm 
1 
1 
2 
2.6 cm 
2 
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Forma 1. Linear  2. Lanceolada 3. Elíptica 
  
  
Bordes 1.Entero 2. Aserrado    
  
 
Posición con respecto al tallo  
 1. Ascendente 2. Horizontal 3. Descendente 
 
Largo  
 1. Corto (<1.5 cm) 2. Mediano (1.5-2.5 cm) 3. Largo (>2.5cm) 
 
 
 
Ancho 1. Angosto (<2.0 mm)      2. Mediano (2.0-3.0 mm)  3.Ancho (3.0-6.0           
mm)  4. Muy ancho  (>6.0 mm) 
 
                              
Color de la cara adaxial 
 1. Levemente verde 2. Verde 3. Verde oscuro 
   
Pubescencia  
  1. Ausente 2. Presente 
 
1.d Pecíolo  
  1. Ausente 2. Presente 
 
1.e Inflorescencias  
Posición  
  1. Ascendente 2. Oblicua 3. Horizontal 
2 
3 
4 
2 
1 
1 
2 
1 
4.2±0.4 cm 
11.6±1.5 mm                          
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Largo de pedúnculo 
  1. Corto (<1.0 mm) 2. Medio (1.0-2.0 mm) 3. Largo (>2.0 mm) 
 
 
 
Número de inflorescencias en la rama más baja 
  1. Pocas (<5) 2. Mediana (6-9) 3. Muchas (>10) 
 
Diámetro inflorescencias 
  1. Pequeño (<5.0 mm)  2. Medio (5.0-8.0 mm) 3. Grande (>8.0 mm) 
 
 
 
Altura  
  1. Baja (<2.0 mm) 2. Media (2.0-4.0 mm) 3. Alta (>4.0 mm) 
 
 
 
Color  
                                       RHS Colour Chart  
 
1.f Caliz   
Tipo 
  1. Angosto 2. Normal 3. Ancho 
 
Longitud 
 1. Corto (<1.4 mm) 2. Mediano (1.4-1.6 mm) 3. Largo (>1.7 mm)  
 
1.g Corola  
3 
1 
3 
155d 
1 
1 
3.0±0.5 mm 
3 
12.9±0.3 mm 
5.4 ±0.5  mm 
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Tipo 
 1. Simple 2. Doble 
 
Diámetro  del limbo 
  1. Pequeño (<2.0 cm) 2.Medio (2.0-8.0 cm) 3. Grande (>8.0 cm) 
 
 
1.h Pistilo   
Posición en comparación a los estambres 
 1. Debajo     2. Al mismo nivel     3. Por arriba.      4. Inestable 
 
1.i Estambres   
Número  
  1. Cuatro 2. Otros 
 
1.j Estomas   
      
 
 
1.k Polen   
 
 
 
1.l Tricomas   
 
 
 
1.m Número de Cromosomas   
 
1 
2 
Área (μm²): 748.1±74.3 
 
1 
1 
4n= 72 
Área (μm²): 596.9±35.3 
Área (μm²): 7.0±0.5 
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1. Ciclo 
2.a Tiempo a floración 
  1. Temprana 2. Media 3. Tardía 
 
2.b Tolerancia al frío  
  1. Leve 2. Media 3. Tolerante 
 
2.c Tolerancia a la lluvia  
  1. Leve 2. Media 3. Tolerante 
  
2.d Tolerancia a las altas temperaturas  
   
  1. Leve 2. Media 3. Tolerante 
 
 
3. Rendimiento (Hidrodestilación) y Composición de aceites esenciales 
 
  3721 F1 (4n) 
RENDIMIENTO (%) 4.4 
Rendimiento en % con respecto a la planta 
madre 155.4 
Tuyeno <alfa-> 1.8 
Pineno <alfa-> 2.4 
Canfeno 0.5 
Tuya-2,4(10)-dieno 0.2 
Benzaldheido tr 
Sabineno 11.0 
1 
2 
1 
3 
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Mirceno 1.3 
Pineno <beta-> 0.4 
Isoamil Isobutirato tr 
Felandreno <alfa-> 0.6 
Careno <delta-3-> 0.3 
Terpineno <alfa-> 1.3 
Cimeno <para-> 1.2 
Limoneno 7.5 
Felandreno <beta-> 0.9 
Cineol <1,8-> 0.2 
Ocimeno <(E)-beta-> 0.2 
Terpineno <gamma-> 2.3 
Oxido de Linalol <cis-> tr 
Hidrato de Sabineno <cis-> (IPP vs, OH) 0.8 
Terpinoleno 0.8 
Isopentil 2-metil butanoato 0.2 
Cimeneno <para-> tr 
Linalol  0.4 
Hidrato de Sabineno <trans-> (IPP vs, OH) 1.5 
Menta-2,8-dien-1-ol <trans-p-> tr 
Ment-2-en-1-ol <cis-p-> 0.3 
Canfolenal <alfa-> 0.1 
Menta-2,8-dien-1-ol <cis-p->  tr 
Verbenol <cis-> 0.8 
Verbenol <trans-> 3.4 
Menta-1,5-dien-8-ol <p->* 0.3 
Alcanfor tr 
Pinocarvona tr 
Menta-1,5-dien-8-ol <p->* 0.7 
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Borneol 1.1 
Menta-1,8-dien-4-ol  0.1 
Terpinen-4-ol 6.1 
Cimen-8-ol <para> tr 
Menta-1(7),8-dien-2-ol <trans-p-> tr 
Criptona tr 
Terpineol <alfa-> 0.6 
Piperitol <cis-> tr 
Piperitol <trans-> 0.1 
Verbenona tr 
Carveol <trans->  tr 
Menta-1(7),8-dien-2-ol <cis-p-> tr 
Carveol <cis-> tr 
Carvona tr 
Fenil etil acetato <2-> 0.2 
Acetato de Bornilo 0.2 
Acetato de Verbenilo <trans->** 0.2 
Carvacrol  tr 
Acetato de Pinocarvilo  <trans-> 0.1 
Acetato de Pinocarvilo <cis->** tr 
Acetato de Mirtenilo 0.1 
Elemeno <delta->  tr 
Cubebeno <alfa-> tr 
Acetato de Nerilo tr 
Copaeno <alfa-> 0.1 
Elemeno <beta-> 0.1 
Fenil etil isobutanoato 0.2 
Cariofileno <cis-> tr 
Gurjuneno <alpha-> tr 
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Cariofileno <trans-> 19.1 
Copaeno <beta-> tr 
Aromadendreno  tr 
Guaieno <alfa-> 0.1 
Humuleno <alfa-> 9.9 
Aromadendreno <allo-> 0.2 
Muuroleno <gamma-> 0.1 
Fenil etil 2-metilbutanoato 0.1 
Germacreno D 1.0 
Fenil etil 3-metilbutanoato tr 
Viridifloreno 0.1 
Muuroleno <alfa-> 0.1 
Biciclogermacreno 4.5 
Cadineno <gamma-> 0.1 
Cadineno <delta-> 1.2 
Calameneno <cis-> tr 
Cadina-1,4-dien <trans->** tr 
Espatulenol 1.4 
Oxido de Cariofileno 1.9 
Globulol 0.1 
Desconocido I¹ + Humuleno epóxido II 0.8 
Muurola-4-10(14)-dieno-1-beta-ol tr 
Cubenol <1-epi-> 0.1 
Cariofilla-4(12),8(13)-dien-5-alfa-ol** 0.4 
Cariofila-4(12),8(13)-dien-5-beta-ol** 0.6 
Muurolol <epi-alfa-> 0.5 
Muurolol <alfa-> 0.2 
Cadinol <alfa-> 0.1 
Desconocido II² 2.6 
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TOTAL 96.1 
Monoterpenos  32.6 
Monoterpenos oxigenados 17.2 
Monoterpenos TOTALES 49.8 
    
Sesquiterpenos 36.8 
Sesquiterpenos oxigenados 8.7 
Sesquiterpenos TOTALES 45.5 
    
otros 
0.8 
 
* Isómero correcto no identificado  
** Tentativamente identificado, sólo por MS 
¹ Sesquiterpeno oxigenado PM222 
² Posible mezcla de 3 sesquiterpenos oxigenados, isómeros, PM220 
tr: concentración menor a 0.01% 
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Comparación de los componentes mayoritarios entre Tawa-INTA y la entrada 252:     
  
Componentes 252 4n 
Sabineno** 0.75 11.01 
Limoneno** 7.50 7.20 
Terpineno <gamma->** 0.28 2.33 
Hidrato de Sabineno <cis->**  0.16 0.83 
Hidrato de Sabineno <trans->** 0.27 1.54 
Verbenol <trans->** 3.43 3.93 
Terpinen-4-ol** 0.44 6.12 
Cariofileno <trans->* 20.81 19.06 
Humuleno <alfa->* 11.34 9.92 
Biciclogermacreno* 5.58 4.51 
Oxido de Cariofileno* 8.89 1.86 
Espatulenol* 4.09 1.43 
** Monoterpenos 
* Sesquiterpenos 
 
  
Jesica Iannicelli - 2016 
 
225 
 
Los niveles de Ploidía mostraron los siguientes patrones en el citómetro de flujo. 
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Los datos del citómetro fueron verificados por conteo de cromosomas. 
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Comparación entre hojas y flores. 
 
A la izquierda diploides, a la derecha tetraploides. 
 
  
2n 4n 4n 2n 
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